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Introduzione 
Lo scopo dello studio svolto è stata la messa a punto di procedure analitiche per la 
determinazione di pesticidi clorurati e fosforati in matrici acquose mediante analisi via 
gascromatografica munita di rivelatore a spettrometria di massa tandem (triplo 
quadrupolo). 
Il lavoro è stato condotto presso il laboratorio ambientale della Scarlino Energia Srl, 
situato presso la località Casone (Scarlino), e lo sviluppo dei metodi analitici è stata svolta 
sia tenendo presenti le esigenze interne al laboratorio, principalmente in termini di 
tempo e costo delle analisi, sia considerando i limiti di legge e i requisiti prestazionali 
riportati nel Decreto Legislativo 152 del 2006
[1]
 e nel Piano di Monitoraggio e Controllo 
dell’Autorizzazione Integrata Ambientale
[2]
 dell’impianto di termovalorizzazione e 
trattamento di rifiuti liquidi della Scarlino Energia Srl. 
Poiché, secondo quanto viene riportato nell’allegato 2 dell’AIA
[2]
, “Tutte le attività 
analitiche [per l’impianto] dovranno essere svolte nel laboratorio interno certificato 
ACCREDIA o in strutture esterne dotate di analoga certificazione.”, il metodo sviluppato è 
stato accreditato per la determinazione di 24 pesticidi clorurati in campioni di acque 
naturali e reflue, in conformità alla norma UNI CEI EN ISO/IEC 17025
[3]
 del 2005, al fine di 
mantenere elevati gli standard di qualità del laboratorio interno all’impianto. 
Inoltre, poiché nella pratica quotidiana del laboratorio della Scarlino Energia è prevista 
anche l’analisi di campioni provenienti da clienti terzi, un altro obbiettivo di tale lavoro è 
quello di poter ampliare l’offerta di analisi proposta dal laboratorio stesso, mirando alla 
possibilità di fornire una sempre più ampia caratterizzazione dei campioni, basata su tutte 
le principali classi di analiti citate nelle normative in materia ambientale.  
L’insieme di queste considerazioni ed esigenze rappresenta il punto di partenza per lo 
sviluppo delle procedure proposte in questo studio. 
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CAPITOLO 1: Generalità sui composti in esame 
La Convenzione di Stoccolma del 2001
[4]
 riconosce numerosi pesticidi clorurati oggetto di 
questo studio come inquinanti organici persistenti (Persistent Organic Pollutants, POPs). 
I POPs sono definiti come composti che “[…] possiedono proprietà tossiche, resistono alla 
degradazione, sono soggetti a bioaccumulo e sono trasportati dall’aria, dall’acqua e dalle 
specie migratorie attraverso le frontiere internazionali e depositati lontani dal luogo di 
emissione, ove si accumulano negli ecosistemi terrestri ed acquatici […]”. 
Per queste loro caratteristiche e per l’elevato rischio chimico associato agli inquinanti 
organici persistenti i Paesi che aderiscono alla Convenzione, si impegnano a intraprendere 
un’azione per proteggere la salute umana e l’ambiente attraverso misure dirette a ridurre 
e/o eliminare le emissioni e gli scarichi di questa tipologia di contaminanti in base 
all’approccio precauzionale sancito dalla Dichiarazione di Rio del 1992
[5]
. 
In particolare, in seguito all’aggiornamento del 2009 della Convenzione di Stoccolma
[4]
, i 
POPs sono stati suddivisi in tre categorie: inquinanti la cui produzione e uso devono 
cessare, inquinanti la cui produzione e il cui uso devono essere ridotti, inquinanti per i 
quali deve essere assicurata anche la cessazione delle emissioni derivanti da produzione 
non intenzionale. 
Fra i composti presi in esame in questo lavoro fanno parte della prima categoria il 
Lindano, l’Aldrin, il Dieldrin, l’Endrin, il Clordano e l’Eptacloro; appartiene invece alla 
seconda categoria il DDT e, infine, è prevista l’eliminazione anche dalle fonti non 
intenzionali per il Lindano. 
A differenza dei pesticidi clorurati, i pesticidi fosforati non vengono classificati dalla 
Convenzione di Stoccolma
[4]
 come inquinanti organici persistenti. Essi generalmente si 
degradano rapidamente per idrolisi e sotto esposizione della luce solare e, per questo 
motivo, risentono meno dei processi di bioaccumulo caratteristici dei POPs. 
Nonostante ciò il loro utilizzo è fortemente limitato o bandito in numerosi Paesi poiché 
essi sono caratterizzati da una maggiore tossicità acuta rispetto ai pesticidi clorurati. 
  
 1.1 Pesticidi clorurati 
I pesticidi organoclorurati
sintetizzabili attraverso facili reazioni e per questo ampiamente prodotti e 
commercializzati a partire dagli anni ’40 come erbicidi, fungicidi e insetticidi
agricolo che in campo domestico contro mosch
riportano le strutture i alcuni dei pesticidi clorurati oggetto di tale lavoro.
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Figura 1: Strutture di alcuni 
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1.1.1 Proprietà chimico-fisiche, produzione e impieghi dei pesticidi clorurati 
I pesticidi clorurati, date le diverse strutture caratteristiche, presentano proprietà 
chimico-fisiche differenti da composto a composto. Ciò che principalmente accomuna 
tutti i composti considerati è una scarsa solubilità in acqua, anche se, a causa degli elevati 
dosaggi necessari per l’azione antiparassitaria, la quantità di pesticidi che possono 
trovarsi nelle falde acquifere, nelle acque reflue e nelle altre matrici ambientali sono 
comunque significative. 
Di seguito (Tabella 1) vengono riportate alcune delle principali proprietà chimico fisiche 
dei fitofarmaci clorurati oggetto di studio nel presente lavoro, ritrovate nelle schede di 
sicurezza dei relativi composti
[6-32]
. 
Nomi Comuni # CAS 
P.M. 
(g/mol) 
d 
(g/cm
3
) 
m.p. (°C) b.p. (°C) 
Solubilità 
in H2O 
(mg/L) 
Alaclor 15972-60-8 269,77 1,12 41 404 240 
Aldrin 309-00-2 364,91 1,73 104 385 insolubile 
Atrazina 1912-24-9 215,69 1,19 173 205 280 
Dieldrin 60-57-1 380,91 1,75 177 385 insolubile 
Endrin 72-20-8 380,91 1,75 200 - insolubile 
Eptacloro 76-44-8 373,32 1,58 95 399 insolubile 
Eptacloro 
Epossido (B) 
1024-57-3 389,32 1,10 157 - insolubile 
Esaclorobenzene 118-74-1 284,80 2,04 231 326 Insolubile 
Isodrin 465-73-6 364,91 1,73 240 - insolubile 
Metossicloro 72-43-5 345,65 1,41 87 - insolubile 
Pentaclorobenzene 608-93-5 250,34 1,80 86 276 0, 68 
Propazina 139-40-2 229,52 1,16 230  8,6 
Triadimefon 43121-43-3 293,75 1,22 82 442 64 
α-HCH 319-84-6 290,83 1,55 156 - 8,5 
β-HCH 319-85-7 290,83 1,89 309 - 8,5 
δ-HCH 319-86-8 290,83 1,55 139 - 8,5 
γ-HCH (Lindano) 58-89-9 290,83 1,59 113 323 8,5 
α-Clordano 5103-71-9 409,78 1,60 102 425 insolubile 
γ-Clordano 5103-74-2 409,78 1,80 106 425 insolubile 
α-Endosulfan 959-98-8 406,93 1,94 70 - 0,33 
β-Endosulfan 33213-65-9 406,93 1,75 70 - 0,33 
2,4’-DDD 53-19-0 320,04 1,40 77 - insolubile 
2,4’-DDE 3424-82-6 318,02 133 73 - insolubile 
2,4’-DDT 789-02-6 354,49 1,08 75 - insolubile 
4,4’-DDD 72-54-8 320,04 1,38 94 193 insolubile 
4,4’-DDE 72-55-9 318,02 1,24 88 - insolubile 
4,4’-DDT 50-29-3 354,49 0,99 109 260 insolubile 
Tabella 1: Proprietà chimico-fisiche dei pesticidi organoclorurati in esame 
Si osserva che, per alcuni analiti, in Tabella 1 sono stati riportati tutti gli isomeri 
considerati in questo lavoro. E’ necessario sottolineare comunque che soltanto alcuni di 
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essi risultano essere i più significativi per quanto riguarda l’azione antiparassitaria e la 
tossicità: 
- isomero γ dell’esaclorocicloesano (Lindano); 
- isomero γ del Clordano; 
- isomero α dell’Endosulfan; 
- isomero 4,4’ (para-para) del DDD, DDE e DDT. 
Gli altri isomeri restano comunque di fondamentale importanza per la determinazione dei 
pesticidi nelle varie matrici ambientali poiché rappresentano alcuni dei prodotti secondari 
nella produzione dei composti principali o prodotti di degradazione degli stessi. 
Di seguito si riportano in dettaglio i processi di sintesi di alcune delle categorie di pesticidi 
clorurati studiati. 
Pesticidi clorurati bifenilici 
A questa categoria appartengono il diclorodifeniltricloroetano (DDT), il 
diclorodifenildicloroetano (DDD), il diclorodifenildicloroetilene (DDE) ed il metossicloro. 
La sintesi del DDT, schematizzata in Figura 2, parte da due moli di clorobenzene per ogni 
mole di tricloroacetaldeide (cloralio), il DDD invece è un prodotto del metabolismo del 
DDT ottenuto tramite declorurazione riduttiva di quest’ultimo. Infine il DDE è un prodotto 
di degradazione che si forma in seguito alla deidroclorurazione del DDT. 
 
Figura 2 Schema di sintesi dei pesticidi clorurati bifenilici 
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Pesticidi clorurati biciclici  
Fanno parte di questa categoria l’Aldrin, il Dieldrin, l’Endrin, l’Isodrin, il Clordano, 
l’Endosulfan, l’Eptacloro e l’Eptacloro epossido. Il punto di partenza per la sintesi di questi 
composti è sempre una reazione di Diels-Alder fra l’esaclorociclopentadiene ed un 
dienofilo variabile a seconda del fitofarmaco d’interesse. 
Per la sintesi dell’Aldrin, che può reagire ulteriormente subendo un’epossidazione 
generando gli stereoisomeri Dieldrin ed Endrin, e l’Isodrin, il dienofilo utilizzato è il 
[2,2,1]-bicicloepta-1,4-diene; mentre per quanto riguarda la sintesi del Clordano e 
dell’Eptacloro viene utilizzato il ciclopentadiene seguito da una clorurazione del prodotto. 
Invece la sintesi dell’Endosulfan prevede la reazione di Diels-Alder tra 
l’esaclorociclopentadiene e il cis-butene-1,4-diolo seguito da una reazione di ciclizzazione 
intermolecolare eseguita utilizzando cloruro di tionile. 
 
 
In Figura 3 vengono riportati i principali meccanismi di reazione. 
Esaclorocicloesano, esaclorobenzene e pentaclorobenzene 
Tali composti vengono tutti ottenuti utilizzando metodi 
diversi per la clorurazione del benzene. 
L’esaclorocicloesano viene prodotto via fotoclorurazione 
radicalica portando ad una miscela di stereoisomeri di cui il 
γ- Lindano rappresenta soltanto il 20%. 
L’esaclorobenzene e il pentaclorobenzene invece viengono 
ottenuti industrialmente riscaldando il benzene fino a 
230°C in presenza di cloruro ferrico. 
 
Figura 3: Schema di sintesi dei pesticidi clorurati biciclici 
Figura 4: Schema di sintesi del Lindano 
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1.1.2 Tossicità e rischio chimico 
I pesticidi clorurati svolgono la loro azione grazie ad una attività di tipo neurotossico. In 
particolare i composti bifenilici (DDT, DDE, DDD, Metossicloro) sono modulatori del 
canale sodio, ovvero depolarizzano la membrana delle cellule nervose alterando 
l’apertura del canale sodio voltaggio-dipendente e perturbando quindi l’informazione al 
livello degli assoni. I pesticidi biciclici e le varie forme dell’esaclorocicloesano invece sono 
antagonisti del canale cloro del recettore GABA. Il GABA (acido γ-amminobutirrico) è un 
neurotrasmettitore inibitorio del sistema nervoso centrale che stabilizza la membrana 
cellulare rispetto ad una eccitazione elettrica. L’Alaclor agisce come inibitore del GGPP 
(geranilgeranil pirofosfato), enzima che lavora nella via metabolica dell’acido mevalonico, 
composto di partenza per la biosintesi di terpeni, terpenoidi, steroli, carotenoidi e 
clorofilla. L’Atrazina e la Propazina invece vanno ad interferire con il plastochinone 
coinvolto nella catena di trasporto degli elettroni nelle reazioni legate alla fotosintesi. 
Come già descritto in precedenza nonostante l’utilizzo di tali composti sia mirato 
all’eliminazione dei parassiti e delle erbe infestanti, a causa dei processi di bioaccumulo 
nelle piante e negli animali che se ne nutrono, è conseguente che gli stessi effetti 
neurotossici vadano a ripercuotersi su altri organismi viventi, compresi i mammiferi e 
l’uomo. In passato la tossicità veniva valutata in termini di Lethal Dose 50 (LD50), 
parametro oggi abbandonato per motivi etici. In particolare la LD50 rappresenta la dose di 
una sostanza, somministrata in un’unica volta o in più dosi nell’arco di 24 ore, in grado di 
postare al decesso il 50% di una popolazione campione di cavie da laboratorio 
(generalmente ratti). 
Altri test sugli animali di laboratorio sono stati condotti per valutare gli specifici effetti 
sull’uomo e l’eventuale cancerogenicità di tali composti. A tale proposito l’International 
Agency for Research on Cancer (IARC
[33]
) e l’EPA attraverso l’Integrated Risk Information 
System (IRIS
[34]
) hanno fornito una classificazione di numerosi composti pericolosi, tra cui 
alcuni di quelli presi in considerazione in questo studio, in base ad opportuni criteri: 
probabili cancerogeni per l’uomo (Gruppo 2B IARC/Gruppo B2 IRIS) e non classificabili 
come cancerogeni per l’uomo (Gruppo 3 IARC/Gruppo D IRIS). 
In Tabella 2 vengono riportate, basandosi sulle schede di sicurezza dei relativi composti
[6-
32]
, le Lethal Dose 50, le classificazioni IARC
[33]
 e IRIS
[34]
 sulla probabile cancerogenicità e le 
principali frasi di rischio attribuite dal Regolamento Europeo 1272/2008
[35]
 e dal 
Regolamento 790/2009
[36]
 dei principali pesticidi clorurati presi in considerazione in 
questo studio (per alcuni pesticidi è stato riportato solamente l’isomero fondamentale). 
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Nomi Comuni 
Codici di 
Pericolo 
LD50 orale* 
(mg/kg) 
LD50 dermale* 
(mg/kg) 
Classificazione 
IARC
[33] 
Classificazione 
IRIS
[34] 
Alaclor 
H351 
H302 
H317 
H400 
H410 
930 3500 - - 
Aldrin 
H351 
H311 
H301 
H372 
67 98-200 3 B2 
Atrazina 
H373 
H317 
H400 
H410 
250 - 3 - 
Dieldrin 
H351 
H310 
H301 
H372 
46 - 3 B2 
Endrin 
H300 
H311 
40 - 3 D 
Eptacloro 
H300 
H310 
H351 
H373 
H410 
40 119 2B B2 
Eptacloro 
Epossido (B) 
H301 
H373 
H351 
H400 
H410 
15 - 2B B2 
Esaclorobenzene 
H350 
H372 
H410 
>10000 - 2B B2 
Isodrin 
H330 
H310 
H300 
H400 
H410 
7 23 - - 
Metossicloro - 6000 - - - 
Pentaclorobenzene 
H228 
H302 
H400 
H410 
1080 - - - 
Propazina 
H351 
H400 
H410 
>5000 >5000 - - 
Triadimefon 
H302 
H317 
H411 
363 >5000 - - 
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γ-HCH (Lindano) 
H301 
H312 
H332 
H362 
H373 
H410 
88-125 800-1000 2B B2 
γ-Clordano - 590 - 2B B2 
α-Endosulfan - 76 -   
4,4’-DDD - >5000 - - B2 
4,4’-DDE 
H302 
H351 
H410 
880 - - B2 
4,4’-DDT 
H301 
H372 
H351 
H410 
87 1931 2B B2 
Tabella 2: Classificazioni IARC
[33]
 e IRIS
[34]
 sulla probabile cancerogenicità, principali frasi di rischio e dosi 
letali (DL50) per somministrazione orale e cutanea dei principali pesticidi clorurati in esame 
* Valori, recuperati dalle schede di sicurezza dei relativi composti, riferiti alla somministrazione su ratti 
  
 1.2 Pesticidi fosforati 
I pesticidi fosforati, anch’essi commercializzati a partire degli anni 
classe di insetticidi più utilizzata in agricoltura 
loro largo spettro di applicabilità, della possibilità di avere un’attività sistematica e di 
essere sintetizzabili con tecnologie semplici ed economiche. S
abbiano anche la qualità di degradarsi facilmente nel’ambiente,
mediamente più tossici verso i mammiferi
insetticidi è stato vietato in numerosi 
I pesticidi fosforati possono essere suddivisi in più 
gruppo sostituente del fosforo che li caratterizza. I più comuni di essi sono i fosfati, i 
fosforotioati, i fosforotiolati, i fosforoditioati, i fosfonati e i pirofosf
riportate le formule di struttura dei composti presi in considerazione in que
Disulfoton
 
Metil-parathion
 
Famphur
 
Thionazin
Figura 5: Strutture dei pesticidi organofosforati oggetto di questo studio
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1.2.1 Proprietà chimico-fisiche, produzione e impieghi dei pesticidi fosforati 
Anche i pesticidi fosforati presentano proprietà chimico-fisiche differenti da composto a 
composto a causa delle differenti strutture caratteristiche. In questo caso inoltre i 
composti considerati presentano una solubilità in acqua più elevata rispetto ai clorurati, 
aumentando così la possibilità di ritrovarli in quantità significative nelle falde acquifere, 
nelle acque reflue e nelle altre matrici ambientali. 
Di seguito (Tabella 3) vengono riportate alcune delle principali proprietà chimico fisiche 
dei composti oggetto di studio nel presente lavoro, ritrovate nelle schede di sicurezza dei 
relativi composti
[37-44]
. 
Nomi Comuni # CAS 
P.M. 
(g/mol) 
d 
(g/cm
3
) 
m.p. (°C) b.p. (°C) 
Solubilità 
in H2O 
(mg/L) 
Disulfoton 298-04-4 274,40 1,14 -25 225 insolubile 
Famphur 52-85-7 325,34 1,35 -97 394 0,5 
Etil-parathion 56-38-2 291,26 1,27 6 375 24 
Metil-parathion 298-00-0 263,21 1,23 17 335 70,3 
Phorate 298-02-2 260,38 1,16 -43 126 0,5 
Sulfotep 3689-24-5 322,32 1,20 -29 319 30 
Thionazin 297-97-2 248,24 1,28 -2 307 1204 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
126-66-1 198,22 1,21 -40 130 22 
Tabella 3: Proprietà chimico-fisiche dei pesticidi organofosforati in esame 
Osservando la tabella si osserva come i pesticidi fosforati presentino dei punti di fusione 
notevolmente più bassi rispetto ai pesticidi clorurati, rendendoli disponibili puri in 
commercio allo stato liquido. 
Di seguito si riportano in dettaglio i processi di sintesi di alcune delle categorie di pesticidi 
studiati. 
Pesticidi fosforotioati 
Quella dei fosforotioati è la categoria di pesticidi fosforati più utilizzata. A questa 
categoria appartengono il metil-parathion, l’etil-parathion, il Famphur, il Thionazin e 
l’O,O,O - trietil fosforotioato. 
La sintesi dei composti facenti parte di questa categoria inizia dal trattamento del 
pentasolfuro di fosforo con l’alcol corrispondente al prodotto che si vuole ottenere. Per 
quanto riguarda la sintesi dell’etil-parathion (riportata in Figura 6), per esempio, il P2S5 
viene fatto reagire con alcol etilico al fine di ottenere l’acido dietilditiofosforico. L’acido 
viene dunque trasformato nel corrispondente cloruro e trattato con il sale del gruppo 
sostituente corrispondente al prodotto desiderato (nel caso dell’etil-parathion si utilizza il 
sale del 4-nitrofenolo). 
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Figura 6: Schema di sintesi dell’etil-parathion 
Pesticidi fosforoditioati 
Questa è la seconda categoria di pesticidi fosforati più diffusa. Fanno parte di questa 
categoria di composti il Disulfoton e il Phorate, i quali possiedono una struttura molto 
simile tra loro. 
La sintesi inizia  dell’acido dialchil-ditiofosforico, come la sintesi dei composti 
fosforotioati, e prosegue producendo l’estere ditiofosforioco corrispondente grazie 
all’impiego del tiolo corrispondente. 
Di seguito, a titolo di esempio, viene riportato lo schema di sintesi del Disulfoton a partire 
dal dietil-clorotiofosfato, la cui sintesi è stata osservata in precedenza. 
P
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Figura 7: Schema di sintesi del Disulfoton 
Pesticidi pirofosforati 
A questa categoria di pesticidi fanno parte un minor numero di composti anche se 
risultano comunque assai diffusi. Tra i pesticidi fosforati precedentemente citati, soltanto 
il Sulfotep rientra in questa classe ci composti. 
La sintesi del Sulfotep inizia dal dietil-clorofosfato, il quale reagisce con acqua in catalisi 
acida (HCl) per formare il corrispondente dietil-idrossifosfato. Tale prodotto viene fatto 
reagire stechiometricamente con un’altra molecola di dietil-clorofosfato per produrre il 
pirofosfato corrispondente. 
Di seguito viene riportato lo schema di sintesi del Sulfotep. 
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Figura 8: Schema di sintesi del Sulfotep 
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1.2.2 Tossicità e rischio chimico 
I pesticidi organofosforati hanno come caratteristica peculiare comune quella di essere 
inibitori dell’acetilcolinesterasi, enzima coinvolto nell’interazione dell’acetilcolina con i 
recettori muscarinici e nicotinici a livello post-sinaptico. 
L’acetilcolina (Ach), che si forma al livello pre-sinaptico della terminazione nervosa, 
interagisce con i recettori post-sinaptici nicotinici e muscarinici scatenando una serie di 
eventi biochimici che porta alla fine alla risposta funzionale. L’ultimo passaggio della 
reazione è catalizzato dalla acetilcolinesterasi, enzima che idrolizza rapidamente 
l’acetilcolina, dopo il legame con i recettori, a colina e acetato. Esso è un enzima molto 
efficiente capace di idrolizzare fino a circa 14.000 molecole per secondo, in condizioni di 
saturazione, in modo tale che il neurotrasmettitore rimanga in contatto con i recettori per 
tempi molto brevi. 
I pesticidi organofosforati, detti anticolinesteratici, inibendo l’idrolisi dell’Ach, la fanno 
accumulare nei siti recettoriali colinergici riproducendo degli effetti equivalenti ad una 
stimolazione eccessiva dei recettori colinergici in tutti i distretti del sistema nervoso 
centrale e periferico. 
Come già descritto in precedenza, tali composti risentono in minor quantità dei processi 
di bioaccumulo nelle piante e negli animali rispetto ai pesticidi clorurati, ma sono 
comunque caratterizzati da una elevata tossicità acuta. 
In Tabella 4 vengono riportate, basandosi sulle schede di sicurezza dei relativi composti
[37-
44]
, le Lethal Dose 50, le classificazioni IARC
[33]
 e IRIS
[34]
 sulla probabile cancerogenicità e le 
principali frasi di rischio attribuite dal Regolamento Europeo 1272/2008
[35]
 e dal 
Regolamento 790/2009
[36]
 dei pesticidi fosforati presi in considerazione in questo studio. 
Nomi Comuni 
Codici di 
Pericolo 
LD50 orale* 
(mg/kg) 
LD50 dermale* 
(mg/kg) 
Classificazione 
IARC
[33] 
Classificazione 
IRIS
[34] 
Disulfoton 
H310 
H300 
H400 
H410 
2 6 - - 
Famphur - 35 50 - - 
Etil-parathion 
H330 
H300 
H311 
H372 
H400 
H410 
3 6,8 3 B2 
Metil-parathion 
H226 
H330 
H300 
H311 
H373 
H400 
9 63 3 B2 
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H410 
Phorate 
H310 
H300 
H400 
H410 
1,6 2,5 - - 
Sulfotep 
H310 
H300 
H400 
H410 
5 65 - - 
Thionazin 
H310 
H300 
12 11 - - 
O,O,O - triethyl 
phosphorothioate 
- 15 30 - - 
Tabella 4: Classificazioni IARC
[33]
 e IRIS
[34]
 sulla probabile cancerogenicità, principali frasi di rischio e dosi 
letali (DL50) per somministrazione orale e cutanea dei pesticidi fosforati in esame 
* Valori, recuperati dalle schede di sicurezza dei relativi composti, riferiti alla somministrazione su ratti 
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CAPITOLO 2: Descrizione dell’impianto 
 
 
 
 
 
 
Le attività produttive dell’impianto presso cui è stato eseguito il lavoro di tirocinio 
possono essere suddivise in due categorie riguardanti l’attività di incenerimento di 
“combustibile solido secondario” (CSS) e rifiuti liquidi e l’attività di trattamento di rifiuti 
liquidi mediante l’esecuzione di trattamenti chimico-fisici. 
2.1 Impianto di termovalorizzazione 
L’attività di incenerimento rifiuti si articola su tre linee di combustione capaci di 
incenerire, a regime, un massimo di circa 157.000 t/anno di CSS (massimo stimato: 
156.812 t/anno) e circa 12.000 t/anno di rifiuto liquido (massimo stimato: 11.820 t/anno) 
utilizzato per il controllo della temperatura dei forni di combustione, consentendo così la 
produzione di circa 18,5MW di energia elettrica. 
In generale la parte dell’impianto riguardante l’attività di incenerimento può essere 
suddivisa in: 
- sezione di combustione (costituita principalmente dalla camera di combustione); 
- sezione di produzione del vapore (costituita dalla caldaia dimensionata per la 
produzione di vapore a 400°C e 41bar); 
- sezione di produzione di energia (costituita dalla turbina, dal turbogeneratore e dal 
condensatore); 
- sezione di abbattimento fumi. 
La sezione di abbattimento fumi, in particolare, si articola in nove parti che sono (nel 
senso del percorso dei gas): 
- DeNOX SNCR, per l’abbattimento degli ossidi di azoto mediante l’iniezione di una 
soluzione di urea al 35%. L’urea viene dosata in quantità sovra stechiometriche per 
incrementare la concentrazione di ammoniaca nei fumi, necessario per il 
funzionamento dei DeNOX SCR; 
- Cicloni depolveratori, per l’alleggerimento dei fumi da gran parte delle ceneri di 
combustione per effetto della forza centrifuga. In particolare, ai fumi in uscita dai 
Figura 9: Fotografia 
dell'impianto di 
termovalorizzazione 
della 
Scarlino Energia Srl 
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forni viene imposto un moto a spirale, dall’alto verso il basso, nell’intercapedine 
presente tra i due cilindri che costituiscono il ciclone. Le particelle, aventi maggiore 
inerzia rispetto ai fumi, tenderanno ad urtare contro le pareti del cilindro più esterno, 
e a cadere sul fondo del sistema per effetto della forza di gravità. I fumi, invece, a 
causa della differenza di pressione tra la parte superiore e la parte inferiore del 
ciclone, dovuta alla forma conica di quest’ultimo, tenderanno a risalire e a fuoriuscire 
dalla parte superiore del ciclone stesso; 
- DeNOX SCR, per l’abbattimento degli ossidi di azoto mediante un processo di tipo 
catalitico che, mediante l’utilizzo di opportuni catalizzatori e dell’ammoniaca 
presente nei fumi, trasforma gli ossidi di azoto in azoto ed ossigeno molecolari; 
- Torre di lavaggio “acido” (Scrubber acido), per l’abbattimento della temperatura dei 
fumi, delle polveri e della concentrazione degli acidi solforico, solfidrico, fluoridrico e 
cloridrico, mediante gorgogliamento in acqua; 
- Elettrofiltri, per l’abbattimento delle polveri rimanenti e delle nebbie prodotte in 
torre di lavaggio acido mediante filtri alimentati in corrente continua; 
- Torre di lavaggio “alcalino” (Scrubber alcalino), per l’abbattimento dell’anidride 
solforosa e degli acidi rimasti mediante gorgogliamento in acqua mantenuta 
leggermente basica con idrossido di sodio. All’interno dello scrubber alcalino viene 
anche aggiunta una miscela di carbone attivo in acqua per l’abbattimento dei PCDD e 
PCDF; 
- Sistema di dosaggio dei carboni attivi; 
- Sistema ADIOX; di supporto allo scrubber alcalino per l’abbattimento dei PCDD e 
PCDF, costituito da supporti di polipropilene cilindrici, di circa 4 cm di diametro e 3,5 
cm di altezza, riempiti con carbone attivo in granuli e depositati nella parte terminale 
della torre di lavaggio alcalino; 
- Ventilatore indotto e camino. 
2.2 Impianto di trattamento dei rifiuti liquidi 
Le acque di lavaggio dei fumi vengono trattate in una delle due linee di cui è costituita 
l’attività di trattamento di rifiuti liquidi (TRL). 
La seconda linea viene utilizzata per il trattamento delle acque dolci costituite dalle acque 
meteoriche, di dilavamento dei piazzali e dai rifiuti liquidi destinati al solo TRL. 
In Tabella 5 vengono riportati i codici CER ed una breve descrizione di tutti i rifiuti liquidi 
trattabili nell’impianto TRL. 
Descrizione Codice CER 
Fanghi e rifiuti di perforazione di pozzi per acque dolci 01.05.04 
Fanghi e rifiuti di perforazione contenenti barite, 
diversi da quelli delle voci 01.05.05 e 01.05.06 
01.05.07 
Fanghi e rifiuti di perforazione contenenti cloruri, 
diversi da quelli delle voci 01.05.05 e 01.05.06 
01.05.08 
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Rifiuti non specificati altrimenti 01.05.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 03.03.99 
Rifiuti prodotti dalle torri di raffreddamento 05.06.04 
Rifiuti non specificati altrimenti 05.06.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 05.07.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 06.01.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 06.02.99 
Sali e loro soluzioni, 
diversi da quelli di cui alle voci 06.03.11 e 06.03.13 
06.03.14 
Rifiuti non specificati altrimenti 06.03.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 06.04.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 08.01.99 
Rifiuti inorganici, 
diversi da quelli di cui alla voce 16.03.03 
16.03.04 
Soluzioni acquose di scarto, 
diverse da quelle di cui alla voce 16.10.01 
16.10.02 
Concentrati acquosi, 
diversi da quelli di cui alla voce 16.10.03 
16.10.04 
Miscugli di rifiuti composti 
esclusivamente da rifiuti non pericolosi 
19.02.03 
Rifiuti non specificati altrimenti 19.02.99 
Rifiuti non specificati altrimenti 19.08.99 
Fanghi prodotti dai processi di chiarificazione dell’acqua 19.09.02 
Fanghi prodotti dai processi di decarbonatazione 19.09.03 
Soluzioni e fanghi di rigenerazione 
delle resine a scambio ionico 
19.09.06 
Fanghi prodotti dalle operazioni di bonifica dei terreni, 
diversi da quelli di cui alla voce 19.13.03 
19.13.04 
Fanghi prodotti dalle operazioni di risanamento 
delle acque di falda, 
diversi da quelli di cui alla voce 19.13.05 
19.13.06 
Rifiuti liquidi acquosi e concentrati acquosi prodotti dalle 
operazioni di risanamento delle acque di falda, 
diversi da quelli di cui alla voce 19.13.07 
19.13.08 
Acido solforico ed acido solforoso 06.01.01* 
Altri acidi 06.01.06* 
Idrossido di calcio 06.02.01* 
Idrossido di sodio e di potassio 06.02.04* 
Altre basi 06.02.05* 
Sali e loro soluzioni, contenenti metalli pesanti 06.03.13* 
Rifiuti contenenti arsenico 06.04.03* 
Acidi di decappaggio 11.01.05* 
Rifiuti inorganici, contenenti sostanze pericolose 16.03.03* 
Soluzioni acquose di scarto, 
contenenti sostanze pericolose 
16.10.01* 
Concentrati acquosi, 
contenenti sostanze pericolose 
16.10.03* 
Rifiuti liquidi acquosi prodotti dal trattamento dei fumi e di 19.01.06* 
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altri rifiuti liquidi acquosi 
Miscugli di rifiuti 
contenenti almeno un rifiuto pericoloso 
19.02.04* 
Altri rifiuti contenenti sostanze pericolose 19.02.11* 
Soluzioni e fanghi di rigenerazione 
delle resine a scambio ionico 
19.08.07* 
Fanghi prodotti dalle operazioni di bonifica dei terreni, 
contenenti sostanze pericolose 
19.13.03* 
Fanghi prodotti dalle operazioni di risanamento 
delle acque di falda, 
contenenti sostanze pericolose 
19.13.05* 
Rifiuti liquidi acquosi e concentrati acquosi prodotti dalle 
operazioni di risanamento delle acque di falda, 
contenenti sostanze pericolose 
19.13.07* 
Tabella 5: Codici CER e breve descrizione dei rifiuti liquidi trattabili nell’impianto TRL 
I rifiuti liquidi da trattare vengono stoccati in opportuni serbatoi di volume compreso tra i 
30m
3
 ed i 100m
3
 e, in seguito, inviati all’impianto di trattamento mediante opportune 
pompe. 
L’impianto è composto da quattro vasche (batch) di trattamento (escluse le vasche dedite 
al trattamento delle acque di abbattimento fumi): 
- batch da 30m
3
, per il trattamento di rifiuti pericolosi non miscelabili; 
- batch da 60m
3
, per il trattamento di rifiuti pericolosi miscelabili o dei rifiuti non 
pericolosi; 
- batch da 90m
3 
(collegabile con la quarta vasca), per il trattamento di rifiuti non 
pericolosi miscelabili; 
- batch da 90m
3
, per il trattamento in continuo delle acque meteoriche dilavanti. 
In base alle caratteristiche del rifiuto in entrata, i reagenti utilizzati per il trattamento 
sono: calce e idrossido di sodio, acido solforico, cloruro ferrico e polielettrolita (per la 
precipitazione e la flocculazione), bisolfito di sodio (per il trattamento del cromo 
esavalente), ipoclorito di sodio (per il trattamento di cianuri ed ammoniaca), solfuro di 
sodio (21e metallizzante) e perossido d’idrogeno (per l’abbattimento del COD). 
Le due linee di trattamento conducono ciascuna alla rispettiva sezione di sedimentazione 
costituite da una prima vasca di sedimentazione circolare di 33 m di diametro e da un 
sedimentatore longitudinale (vasca di calma) di 74 m di lunghezza. 
Alla fine delle vasche di calma, in corrispondenza degli scarichi finali, sono presenti due 
muri battenti (uno per ogni vasca) di due metri di altezza ciascuno posizionati 
perpendicolarmente rispetto alla direzione del flusso e recanti un’apertura per consentire 
lo stramazzo delle acque. 
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2.3 Piano di monitoraggio e controllo 
In corrispondenza dei due scarichi e di alcuni punti critici dell’impianto di trattamento dei 
rifiuti liquidi e della linea di abbattimento fumi, sono posizionati dei rivelatori in continuo 
per il monitoraggio di alcuni parametri fondamentali (pH, temperatura, torbidità e 
portata) e dei campionatori automatici che consentono di ottenere dei campioni medi 
compositi giornalieri per il monitoraggio giornaliero degli scarichi. 
In Tabella 6 vengono riportate le concentrazioni limite degli inquinanti nello scarico delle 
acque dolci dell’impianto TRL, con la relativa frequenza di monitoraggio, imposti 
nell’Autorizzazione Integrata Ambientale
[2]
 (AIA). 
Parametro Frequanza UdM Linea acque dolci (S1a) 
Portata 
Continuo e 
Giornaliera 
m
3
/h - 
Temperatura °C - 
pH unità pH 5,5 - 9,5 
Colore 
Giornaliera 
- non percettibile dil. 1:20 
Odore - non deve causare molestie 
Materiali grossolani - assenti 
Conducibilità μS/cm - 
Solidi sospesi tot. mg/l 30 
Alluminio mg/l 1 
Arsenico mg/l 0,5 
Bario mg/l 20 
Boro mg/l 5 
Cadmio mg/l 0,02 
Cromo tot. mg/l 2 
Cromo VI mg/l 0,2 
Ferro mg/l 2 
Manganese mg/l 2 
Mercurio mg/l 0,005 
Nichel mg/l 2 
Piombo mg/l 0,2 
Rame mg/l 0,1 
Selenio mg/l 0,03 
Stagno mg/l 10 
Zinco mg/l 0,5 
Ammoniaca (come NH4
+
) 
Mensile 
mg/l 15 
COD mg/l 160 
Fluoruri mg/l 6 
Cianuri mg/l 0,5 
Fosforo tot. (come P2O5) mg/l 10 
Saggio di tossicità 
(batteri luminescenti) 
% immob. <50% 
Cloro attivo libero Semestrale mg/l 0,2 
PCDD + PCDF Semestrale ng/l 0,3 
23 
 
IPA μg/l 0,2 
BTEX - SOV mg/l 0,2 
Tensioattivi tot. mg/l - 
Idrocarburi tot. mg/l 5 
BOD5 mg/l 40 
Solfuri mg/l 1 
Solfiti mg/l 1 
Azoto nitroso mg/l 0,6 
Azoto nitrico mg/l 20 
Fenoli mg/l 0,5 
Aldeidi mg/l 1 
Solventi organici azotati mg/l 0,1 
Pesticidi fosforati mg/l 0,10 
Pesticidi totali (esclusi 
fosforati) 
mg/l 0,05 
Aldrin mg/l 0,01 
Dieldrin mg/l 0,01 
Endrin mg/l 0,002 
Isodrin mg/l 0,002 
Grassi e oli 
animali e vegetali 
mg/l 20 
Solventi clorurati mg/l 1 
Escherichia coli UFC/100ml <5000 
Tabella 6: Concentrazioni limite nello scarico delle acque dolci dell’impianto TRL, con la relativa frequenza di 
monitoraggio, riportati in AIA
[2] 
E’ necessario sottolineare che, come viene riportato nell’allegato 2 dell’Autorizzazione 
Integrata Ambientale
[2]
 (paragrafo 8.1, “Piano di monitoraggio e controllo”), “Tutte le 
attività analitiche dovranno essere svolte nel laboratorio interno certificato ACCREDIA o in 
strutture esterne dotate di analoga certificazione.”. 
Per questo motivo, al fine di mantenere elevati gli standard di qualità del laboratorio 
interno all’impianto, uno dei principali obbiettivi dello stesso è quello di ottenere e 
mantenere l’accreditamento dei metodi di analisi dei parametri d’interesse. 
L’obbiettivo di tale lavoro è stato quello di mettere a punto un metodo analitico per la 
determinazione di pesticidi nelle acque sotterranee, superficiali e reflue al fine di 
mantenere sotto controllo le fonti emissive liquide dell’impianto e di ampliare l’offerta di 
analisi del laboratorio per soggetti terzi. In particolare, al fine di incrementare 
ulteriormente il livello di qualità del laboratorio, sono stati sottoposti alle procedure di 
accreditamento 24 dei 27 pesticidi clorurati determinabili mediante l’applicazione di tale 
procedura analitica. 
Inoltre, si è provveduto ad integrare le considerazioni fatte sul metodo portato in 
accreditamento con valutazioni riguardanti il recupero ottenuto dopo l’applicazione di 
una fase di purificazione intermedia, al fine di estendere il numero di matrici su cui poter 
effettuare tali analisi.  
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Capitolo 3: Normative in vigore 
A livello Europeo sono in vigore numerosi Regolamenti e Direttive che stabiliscono le 
regole per l’autorizzazione dei prodotti fitosanitari, prevedendo una rigorosa valutazione 
del rischio chimico prima dell’immissione sul mercato e dell’uso di questi prodotti. Oltre a 
regolamentare l’immissione in commercio, le normative prendono in considerazione 
anche la fase finale del ciclo di vita dei pesticidi imponendo dei limiti, gli Enviromentel 
Quality Standard (Standard di Qualità Ambientale, EQS), che rappresentano le 
concentrazioni di ogni inquinante nelle acque, nei sedimenti e nel biota che non devono 
essere superate per salvaguardare la salute umana e ambientale. 
A livello nazionale, le principali normative di riferimento in materia ambientale sono il 
Decreto Legislativo 152
[1]
 del 2006 nel quale, oltre a riportare le direttive gestionali 
generali e specifiche per la tutela dell’ambiente, vengono anche specificate le 
concentrazioni limite di contaminazione dei vari inquinanti nelle matrici ambientali, e il 
Regolamento 850/2004
[45]
, il quale verrà sostituito a Giugno 2015 dal Regolamento 
1342/2014
[46]
. 
E’ importante sottolineare,secondo quanto riportato nella Parte Quarta dell’Allegato 2 del 
Decreto Legislativo 152
[1]
, “[…] le analisi chimiche saranno condotte adottando 
metodologie ufficialmente riconosciute, tali da garantire l’ottenimento di valori 10 volte 
inferiori rispetto ai valori di concentrazione limite. […]” per quanto riguarda la 
caratterizzazione delle acque sotterranee, al fine di garantire dei requisiti minimi da 
rispettare per ritenere un particolare metodo analitico idoneo. 
E’ necessario però sottolineare che indicazioni più precise vengono fornite anche dalla 
Comunità Europea nell’Articolo 4 della Direttiva 2009/90/CE
[47]
 in cui si afferma che i 
criteri minimi di efficienza sono basati su: 
- l’incertezza di misura, che non può superare il 50% del valore del dato analitico al 
livello della concentrazione limite di soglia; 
- il limite di quantificazione, che deve essere pari o inferiore al 30% della 
concentrazione limite di soglia. 
La matrice ambientale di interesse, considerando gli obbiettivi di questo studio, è 
l’acqua. In particolare si terrà conto dei valori limite riportati in AIA
[2]
 (già citati in 
precedenza) e dei valori limite di emissione imposti dal D.Lgs. 152/06
[1]
 per gli scarichi di 
acque reflue in acque superficiali e in fognatura e per le acque sotterranee. 
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3.1 Acque sotterranee, superficiali e di fognatura 
Nel Decreto Legislativo 152
[1]
 del 2006 vengono specificate le concentrazioni limite di 
soglia di alcuni dei pesticidi considerati in relazione alla particolare matrice acquosa. In 
particolare si distinguono due categorie principali: acque derivanti da scarichi in acque 
superficiali o in fognatura e acque sotterranee. 
In Tabella 7 vengono riportate le concentrazioni limite di soglia e i requisiti di prestazione 
del metodo richiesti dal Decreto stesso. In Tabella 8, invece, si riportano i requisiti di 
prestazione del metodo richiesti dalla Direttiva 2009/90/CE
[47]
. 
D.Lgs. 
152/06/06
[1] 
Acque 
sotterranee 
(μg/l) 
Acque superficiali 
e di fognatura 
(μg/l) 
Criterio 
prestazionale acque 
sotterranee (μg/l) 
Criterio prestazionale 
acque sup. e di 
fognatura (μg/l) 
Alaclor 0,1 - 0,01 - 
Atrazina 0,3 - 0,03 - 
α-HCH 0,1 - 0,01 - 
β-HCH 0,1 - 0,01 - 
γ-HCH (Lindano) 0,1 - 0,01 - 
γ-Clordano 0,1 - 0,01 - 
4,4’-DDD 0,1 - 0,01 - 
4,4’-DDE 0,1 - 0,01 - 
4,4’-DDT 0,1 - 0,01 - 
Aldrin 0,03 10 0,003 1 
Dieldrin 0,03 10 0,003 1 
Endrin 0,1 2 0,01 0,2 
Isodrin - 2 - 0,2 
Σ Fitofarmaci 0,5* 50* - - 
Σ Fosforati - 100 - - 
Tabella 7: Concentrazioni limite di contaminazione per le acque sotterranee, superficiali e di fognatura 
definite dal D.Lgs. 152/06
[1]
 assieme ai criteri di prestazione richiesti (* esclusi fosforati) 
Direttiva 
2009/90/CE
[47] 
LOQ richiesto 
per le acque 
sotterranee 
(μg/l) 
Incertezza 
richiesta per le 
acque sotterranee 
(μg/l) 
LOQ richiesto 
per le acque 
superficiali e di 
fognatura (μg/l) 
Incertezza richiesta 
per le acque 
superficiali e di 
fognatura (μg/l) 
Alaclor 0,03 0,05 - - 
Atrazina 0,09 0,15 - - 
α-HCH 0,03 0,05 - - 
β-HCH 0,03 0,05 - - 
γ-HCH (Lindano) 0,03 0,05 - - 
γ-Clordano 0,03 0,05 - - 
4,4’-DDD 0,03 0,05 - - 
4,4’-DDE 0,03 0,05 - - 
4,4’-DDT 0,03 0,05 - - 
Aldrin 0,009 0,015 3 5 
Dieldrin 0,009 0,015 3 5 
Endrin 0,03 0,05 0,6 1 
Isodrin - - 0,6 1 
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Σ Fitofarmaci - - - - 
Σ Fosforati - - - - 
Tabella 8: Criteri di prestazione per un metodo analitico in termini di incertezza e LOQ, definiti dalla Direttiva 
2009/90/CE
[47]
 per le acque sotterranee, superficiali e di fognatura 
Dalle tabelle si può osservare come, per quanto riguarda gli scarichi in acque superficiali e 
in fognatura, non sia richiesta una speciazione dei pesticidi fosforati ma soltanto una 
sommatoria di essi. Inoltre il D.Lgs. 152/06
[1]
 specifica che in questo caso alla voce “Σ 
Fitofarmaci” si intende la somma delle concentrazioni di tutti i pesticidi “non fosforati” e 
che la sommatoria deve contenere i valori relativi all’Aldrin, al Dieldrin, all’Endrin e 
all’Isodrin. 
E’ necessario inoltre sottolineare che i limiti riportati nell’Autorizzazione Integrata 
Ambientale
[2]
 sono gli stessi riportati nel Decreto Legislativo 152/06
[1]
 (senza deroghe) 
relativi alle acque superficiali e di fognatura. 
In particolare, in fase di validazione del metodo analitico, si è scelto, a scopo 
precauzionale e strategico, di adeguarsi ai limiti di concentrazione più bassi presenti nei 
riferimenti normativi per la scelta dei limiti di quantificazione da raggiungere. 
3.2 Rifiuti 
Attualmente, e fino a Giugno 2015, quando entrerà in vigore un nuovo Regolamento 
della Comunità Europea che sostituirà il Regolamento vigente, la classificazione dei rifiuti 
viene eseguita secondo quanto riportato nel Decreto Legislativo 205/2010
[48]
 e nella 
Legge 116/2014
[49]
. 
In generale, tali linee guida definiscono che ad ogni rifiuto deve essere attribuito un 
codice a sei cifre, detto codice CER. In particolare, le prime due cifre di tale codice, 
specificano la fonte che genera il rifiuto riferendosi ai venti capitoli generali riportati 
nella normativa. La terza e la quarta cifra, invece, specificano il particolare tipo di attività 
svolta per la produzione di tale rifiuto e, infine, le ultime due cifre sottolineano le 
principali caratteristiche del rifiuto specifico. Inoltre, i rifiuti pericolosi vengono 
contrassegnati con un asterisco (“*”) posto alla fine dei sei numeri del codice. 
In particolare, se un rifiuto è classificato con codice CER pericoloso assoluto, esso è 
pericoloso senza ulteriore specificazione. Per valutare le procedure ottimali per la 
gestione di tali rifiuti, devono essere definite le proprietà che lo rendono pericoloso e 
classificate con un codice che va da H1 a H15: 
- H1: “Esplosivo” 
- H2: “Comburente” 
- H3-A: “Facilmente infiammabile” 
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- H3-B: “Infiammabile” 
- H4: “Irritante” 
- H5: “Nocivo” 
- H6: “Tossico” 
- H7: “Cancerogeno” 
- H8: “Corrosivo” 
- H9: “Infettivo” 
- H10: “Tossico per la riproduzione” 
- H11: “Mutageno” 
- H12: “Rifiuti che a contatto con l’acqua, l’aria o un acido, sprigionano un gas tossico 
o molto tossico” 
- H13: “Sensibilizzante” 
- H14: “Ecotossico” 
- H15: “Rifiuti suscettibili, dopo l’eliminazione di dare origine in qualche modo ad 
un’altra sostanza, ad esempio ad un prodotto di lisciviazione avente una delle 
caratteristiche sopra elencate” 
Se un rifiuto è classificato con codici CER speculari, uno pericoloso ed uno non pericoloso 
(cioè il medesimo codice uno con * e uno senza), per stabilire se il rifiuto è pericoloso o 
non pericoloso devono essere determinate le proprietà di pericolo che esso possiede. 
Un rifiuto che presenta codice speculare viene considerato pericoloso se presenta almeno 
una delle seguenti proprietà di pericolo: 
- punto di infiammabilità ≤ 55°C; 
- contenuto di sostanze molto tossiche in concentrazione totale ≥ 0,1%; 
- contenuto di sostanze tossiche in concentrazione totale ≥ 3%; 
- contenuto di sostanze nocive in concentrazione totale ≥ 25%; 
- contenuto di sostanze molto corrosive in concentrazione totale ≥ 1%; 
- contenuto di sostanze corrosive in concentrazione totale ≥ 5%; 
- contenuto di sostanze molto irritanti in concentrazione totale ≥ 10%; 
- contenuto di sostanze irritanti in concentrazione totale ≥ 20%; 
- contenuto di sostanze cancerogene (rischio elevato) in concentrazione totale ≥ 0,1%; 
- contenuto di sostanze cancerogene (rischio moderato) in concentrazione totale ≥ 1%; 
- contenuto di sostanze tossiche per il ciclo riproduttivo (rischio elevato) in 
concentrazione totale ≥ 0,5%; 
- contenuto di sostanze tossiche per il ciclo riproduttivo (rischio moderato) in 
concentrazione totale ≥ 5%; 
- contenuto di sostanze mutagene (rischio elevato) in concentrazione totale ≥ 0,1%; 
- contenuto di sostanze mutagene (rischio moderato) in concentrazione totale ≥ 1%. 
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La classificazione delle sostanze come tossiche, nocive, cancerogene, ecc. fa riferimento 
alle direttive riportate nel Regolamento del Consiglio Europeo 1272 del 2008
[35]
 e nel 
Regolamento 790 del 2009
[36]
.  
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CAPITOLO 4: Metodi di riferimento 
Le procedure ritrovate in letteratura e nei metodi ufficiali per la determinazione dei 
pesticidi in matrici acquose prevedono tutte almeno due fasi principali: l’estrazione e la 
successiva analisi diretta. In caso di presenza di interferenti in concentrazione tale da 
impedire una quantificazione degli analiti d’interesse o in caso di scarsa selettività 
strumentale, la procedura di prova può essere integrata con una fase di purificazione 
intermedia. 
Generalmente l’estrazione viene condotta tramite imbuto separatore mediante l’utilizzo 
di solventi organici (estrazione liquido-liquido) o utilizzando la tecnica SPE (Solid Phase 
Extraction) che prevede una fase di concentrazione degli analiti mediante l’utilizzo di 
cartucce contenenti fasi stazionarie pre-impaccate ed una seguente eluizione degli stessi 
con una fase liquida (estrazione solido-liquido). 
Le fasi adsorbenti utilizzabili per la purificazione degli estratti al fine di determinare i 
pesticidi presi in considerazione possono essere il gel di silice, la Florisil® o l’allumina, 
anche se è necessario sottolineare che quest’ultima viene sempre meno utilizzata per tali 
fini. 
Infine, per quanto riguarda le tecniche di analisi, le due più comunemente utilizzate sono 
la gascromatografia con rivelatore a spettrometria di massa (GC/MS) o a cattura di 
elettroni (GC/ECD) o la cromatografia liquida con rivelatore a spettrometria di massa 
(LC/MS). 
In letteratura si ritrovano numerose pubblicazioni relative principalmente alla 
determinazione di pesticidi clorurati nelle matrici acquose. Per quanto riguarda invece i 
pesticidi fosforati le pubblicazioni in tal senso risultano più scarse e, per quanto riguarda 
la determinazione contemporanea delle due categorie di analiti, i risultati della ricerca 
sono pressoché nulli. 
Possiamo riassumere che, in tali studi, i metodi generalmente più utilizzati per l’analisi di 
questi inquinanti prevedono l’estrazione mediante tecnica SPE e la conseguente analisi 
dell’estratto via GC/MS. 
E’ importante sottolineare che, essendo lo scopo del presente lavoro la messa a punto e 
l’accreditamento di un metodo utilizzabile per analisi di routine, è stato necessario far 
riferimento alle linee guida di metodi normati ufficiali (Metodi EPA e IRSA). 
Nei prossimi paragrafi verranno riassunte le principali procedure analitiche descritte nei 
metodi ufficiali e in letteratura. 
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4.1 Metodi in letteratura 
Come sottolineato in precedenza, poiché la procedura analitica sviluppata è stata 
sottoposta ad accreditamento, al fine di soddisfare i principali requisiti presenti nella 
norma CEI UNI EN ISO - IEC 17025
[3]
 (2005) e nel documento ACCREDIA RT08
[50]
, i 
principali riferimenti per lo sviluppo del metodo stesso sono stati recuperati dai metodi 
ufficiali. Infatti, come viene riportato in tali documenti, “Il laboratorio deve […] utilizzare 
preferibilmente i metodi pubblicati nelle norme internazionali, regionali o nazionali.” (CEI 
UNI EN ISO - IEC 17025
[3]
) e “Il laboratorio deve, ove possibile, utilizzare metodi ufficiali in 
vigore, metodi definiti da regole tecniche o norme” (ACCREDIA RT08
[50]
). 
Quindi, gli studi trovati in letteratura
[51-54]
, sono stati utilizzati principalmente come linee 
guida per lo sviluppo del metodo gascromatografico, definendone le principali 
caratteristiche e verificando, in termini di risoluzione ed intensità di segnale, quali di 
queste fornissero i migliori risultati 
E’ importante sottolineare che le due differenze principali della strumentazione utilizzata 
rispetto alla quasi totalità degli studi trovati in letteratura sono: 
- il rivelatore, dove si evidenzia che nella quasi totalità degli studi considerati si utilizza 
uno spettrometro di massa a singolo quadrupolo, a differenza del triplo quadrupolo 
utilizzato in questo lavoro; 
- la colonna cromatografica. In questo caso si sottolinea che, a differenza delle colonne 
capillari utilizzate nella maggior parte dei lavori considerati, che raggiungono una 
lunghezza massima di 30 m - sufficiente per raggiungere buoni livelli di risoluzione 
per questo tipo d’analisi -, per quanto riguarda il metodo sviluppato è stata utilizzata 
una colonna capillare da 60 m poiché, tale colonna, risulta indispensabile per altre 
analisi condotte in laboratorio con il medesimo strumento. 
Come principale riferimento per lo sviluppo del metodo gascromatografico è stato scelto 
l’articolo di Wylie e Meng
[54]
 data l’analogia della strumentazione utilizzata. 
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4.2 Metodi ufficiali 
Data la strumentazione disponibile, è stato sviluppato un metodo di analisi basato sulla 
gascromatografia con rivelatore a spettrometria di massa tandem (triplo-qadrupolo) 
secondo le linee guida EPA 8270D Rev. 4 del 2007
[55]
. 
Di seguito vengono riassunti i metodi proposti per il trattamento dei campioni nella 
matrice considerata. 
4.2.1 Estrazione 
Per prima cosa è necessario sottolineare che nel paragrafo 1.4.2 del metodo EPA 
8270D
[55]
 viene specificato che alcuni pesticidi, tra cui l’α-HCH, il γ-HCH, l’α-Endosulfan, il 
β-Endosulfan e l’Endrin (tutti presenti tra gli analiti oggetto di studio), possono subire 
fenomeni di decomposizione durante la fase di estrazione se condotta in ambiente 
alcalino. Per questo motivo, nel metodo, viene suggerito di eseguire l’estrazione almeno a 
pH neutro. 
Il solvente utilizzato ed il pH di estrazione, eseguita mediante l’utilizzo dell’imbuto 
separatore, sono stati ottimizzati tenendo conto del metodo EPA 3510C Rev.3 del 1996
[56]
 
e dei metodi APAT CNR-IRSA 5090
[57]
 e 5100
[58]
. 
In particolare le procedure consigliate differiscono tra di loro in termini di analiti 
determinabili, solvente estraente, volumi utilizzati e correzione del pH. Di seguito viene 
riportata una tabella riassuntiva (Tabella 9) dei tre metodi considerati. 
Metodo Analiti 
Correzione 
pH 
V campione 
(mL) 
Solvente estraente 
V solvente 
(mL) 
EPA 
3510C
[56] sVOC si 1000 DCM 60 x 3 
IRSA 5090
[57] 
P. Clorurati no 500 DCM/EX (15:85) 60 x 3 
IRSA 5100
[58] 
P. Fosforati si 500 DCM 75 x1 + 60 x 2 
Tabella 9: Caratteristiche principali dei metodi ufficiali presi in considerazione (EPA 3510C
[56]
, IRSA 5090
[57]
 - 
5100
[58]
) 
Infine, nei tre metodi presi in considerazione, viene suggerita l’aggiunta al campione di 
cloruro di sodio al fine di evitare la formazione di una quantità eccessiva di emulsione. 
4.2.2 Purificazione 
L’ottimizzazione dei parametri sperimentali per il clean-up degli estratti, nel caso 
dell’analisi di rifiuti liquidi e di campioni particolarmente ricchi di interferenti, è stata 
eseguita tenendo conto dei suggerimenti riportati nei metodi EPA 3620C Rev.3 del 
2007
[59]
 e EPA 3630C Rev.3 del 1996
[60]
. In particolare sono state studiate sia le procedure 
che prevedono l’utilizzo di cartucce preimpaccate sia le procedure che prevedono 
l’utilizzo di colonne impaccate manualmente. 
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E’ necessario sottolineare che la scelta del miglior metodo di purificazione è stata 
eseguita tenendo conto dei risultati ottenuti in termini di esattezza e precisione, senza 
tralasciare considerazioni relative a tempi d’analisi e costi dei materiali. 
Purificazione su Florisil®: EPA 3620C
[59] 
Con Florisil® (marchio registrato dalla U.S. Silica Co.) si intende la fase stazionaria 
costituita da un particolare silicato di magnesio anidro con proprietà basiche. 
I metodi ufficiali consigliano l’utilizzo di colonne impaccate manualmente con circa 2 - 3 g 
di fase stazionaria o di cartucce SPE da 1 o 2 g. 
In particolare si può sottolineare che tale metodo suggerisce anche la possibilità di 
eseguire un frazionamento dell’eluato al fine di separare eventuali altri analiti (come i 
PCB) dai pesticidi di interesse. 
Purificazione su gel di silice: EPA 3630C
[60] 
I metodi ufficiali consigliano, anche in questo caso, l’utilizzo di colonne impaccate 
manualmente con circa 2 - 3 g di fase stazionaria disattivata al 3,3% o di cartucce 
preimpaccate da 1 o 2 g. 
In particolare si può sottolineare che, anche in questo caso, tale metodo suggerisce la 
possibilità di eseguire un frazionamento dell’eluato al fine di separare eventuali altri 
analiti (come i PCB) dai pesticidi di interesse.. 
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CAPITOLO 5: Procedure di accreditamento e 
trattamento statistico dei dati 
Per quanto riguarda la validazione del metodo analitico, al fine dell’accreditamento, 
l’Ente unico nazionale ACCREDIA richiede che, oltre alle principali figure di merito 
(esattezza, precisione, limiti di rivelabilità e quantificazione, ecc.), siano eseguite ulteriori 
e più specifiche valutazioni statistiche in conformità alla norma CEI UNI EN ISO/IEC 
17025
[3]
 del 2005 e del documento di dettaglio ACCREDIA RT08
[50]
. 
In particolare, alla base di tali prove sta la valutazione della ripetibilità della procedura 
analitica, dove per ripetibilità si intende la bontà d’accordo tra i risultati di misurazioni 
successive dello stesso misurando condotte in condizioni di misurazione omogenee 
(condotte in un unico laboratorio, da un solo operatore, utilizzando un unico strumento e 
in un breve intervallo di tempo). 
Un parametro fondamentale derivato della stima della ripetibilità di una procedura 
analitica è il limite di ripetibilità (r). Esso è il valore massimo, prevedibile ad un certo 
livello di fiducia, della differenza assoluta tra due risultati ottenuti in condizioni di 
ripetibilità. In particolare se nelle normali condizioni di lavoro la differenza tra due 
risultati è maggiore di r, tali risultati sono da considerare sospetti. 
Il limite di ripetibilità assume particolare importanza in sede di accreditamento poiché è 
uno dei parametri di valutazione della prova da parte degli ispettori ACCREDIA, in seguito 
all’esecuzione di una prova in doppio. Nel tempo, inoltre, la valutazione del rispetto del 
limite di ripetibilità serve a verificare la persistenza delle condizioni di ripetibilità del 
metodo e delle abilitazioni degli operatori preposti all’esecuzione del metodo stesso. 
Altro aspetto fondamentale da valutare al fine di accreditare il metodo analitico è 
l’incertezza di misura. Tale parametro quantifica la qualità del risultato ottenuto 
rendendo possibile un suo confronto con altre misure, con valori di riferimento e, in 
particolare, con i limiti di legge cogenti. 
La CEI UNI EN ISO/IEC 17025
[3]
 afferma che “[…]Quando si stima l’incertezza di misura, 
devono essere prese in considerazione, utilizzando appropriati metodi di analisi, tutte le 
componenti dell’incertezza che sono di rilievo in una data situazione[…]”, in particolare 
sottolinea che “[…]Le fonti che contribuiscono all’incertezza di misura includono, in modo 
non esaustivo, i campioni di riferimento e i materiali di riferimento utilizzati, i metodi e le 
apparecchiature utilizzate, le condizioni ambientali e le condizioni degli oggetti da provare 
o da tarare, e l’operatore.[…]”. Per tale motivo il metodo utilizzato per la stima 
dell’incertezza deve anche tener conto di tutte le fonti non derivanti dalla valutazione 
della precisione d’analisi (ricavata dalle prove di ripetibilità eseguite in corso di 
validazione). 
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I due metodi generalmente più utilizzati, e comunemente accettati, per la stima 
dell’incertezza di misura sono: 
- il metodo metrologico (bottom-up integrato), basato sui principi della propagazione 
dell’errore; 
- il metodo olistico (top-down), basato sull’analisi dei risultati ottenuti da studi 
interlaboratorio. 
E’ necessario sottolineare che la norma CEI UNI EN ISO/IEC 17025
[3]
 suggerisce l’utilizzo 
del modello bottom-up, riferendosi esplicitamente alla GUM
[61]
, Guide to the expression of 
uncertainty in measurement, che definisce le linee guida del modello metrologico. Per 
tale motivo il Laboratorio Ambientale della Scarlino Energia utilizza tale metodo per il 
calcolo dell’incertezza di misura di ogni procedura di prova accreditata. 
Ai fini dell’accreditamento viene inoltre redatta una Procedura di Prova dove vengono 
dettagliate tutte le fasi del metodo analitico non specificate nel metodo ufficiale scelto, le 
condizioni strumentali del sistema di analisi e i criteri di accettabilità delle prestazioni del 
metodo, al fine di semplificare il lavoro in laboratorio riducendo anche le possibili 
problematiche legate a fattori legati al cambio di operatore. 
In particolare, tra le principali procedure di controllo richieste da ACCREDIA e dai metodi 
EPA considerati e autoimposte dal Laboratorio, troviamo: 
- il Check Tune dello spettrometro di massa, effettuato con PFTBA 
(Perfluoroterbutilammina) prima della prima sequenza giornaliera. L’accettabilità del 
Check Tune, in generale, è gestita dal il software dello strumento; 
 
- la verifica iniziale della curva di calibrazione (ICV, Initial Calibration Verification). 
In particolare viene richiesta l’analisi di standard, contenenti gli analiti considerati, 
preparati a partire da soluzioni madre uguali a quelle utilizzate per la costruzione 
delle rette di taratura ma appartenenti ad un numero di lotto diverso o preparati a 
partire da soluzioni madre diverse da quelle utilizzate per la calibrazione. Devono 
essere indagati almeno due livelli di concentrazione, all’interno del range di 
calibrazione, immediatamente dopo l’analisi degli standard di calibrazione. 
Il criterio di accettabilità per gli standard di “seconda sorgente” è pari a ±30% del 
valore certificato. 
 
- la verifica continua della curva di calibrazione (CCV, Continuous Calibration 
Verification). 
A tale scopo viene richiesta l’analisi di uno standard preparato di fresco a partire dalla 
stessa soluzione madre utilizzata per preparare gli standard di calibrazione, 
indagando almeno un livello di concentrazione intermedio del range di calibrazione. 
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Tale standard deve essere analizzato all’inizio e alla fine di ogni sequenza analitica o, 
nel caso fosse prevista l’analisi di un numero elevato di campioni, viene richiesta 
l’analisi del CCV almeno una volta ogni 10 campioni. 
I criteri di accettabilità per il CCV sono: 
• risultati compresi tra ±20% del valore certificato; 
• tempi di ritenzione compresi tra ±30 sec rispetto allo stesso standard della 
taratura iniziale; 
• aree integrate dei picchi comprese tra -50% e +100% rispetto allo stesso 
standard della taratura iniziale. 
 
- analisi del Laboratory Control Sample (LCS). Questo controllo consiste nell’analisi di 
un campione, sottoposto all’intera procedura analitica considerata, preparato a 
partire da una matrice pulita a cui viene aggiunta una quantità nota di standard. L’LCS 
deve essere analizzato all’inizio di ogni sequenza analitica e il criterio di accettabilità è 
pari a ±30% del valore certificato aggiunto. 
 
- analisi del Matrix Spike e del Matrix Spike Duplicate (MS e MSD). Tale controllo 
consiste nell’analisi di due campioni, sottoposti all’intera procedura analitica 
considerata, preparati a partire da una matrice simile a quella dei campioni analizzati 
a cui viene aggiunta una quantità nota di standard. 
L’MS e l’MSD devono essere analizzati all’inizio di ogni sequenza analitica e i criteri di 
accettabilità sono: 
• MS compreso tra ±30% del valore certificato aggiunto; 
• differenza tra MS e MSD rispetto alla loro media compresa tra ±30%. 
 
- analisi del bianco di metodo, cioè di un campione di 35atrice pulita, sottoposto 
all’intera procedura analitica e valutato rispetto al limite di quantificazione del 
metodo. In caso di risultati superiori al LOQ del metodo analitico, si valuta la 
possibilità di effettuare la sottrazione del bianco dal campione d’interesse. 
 
In base a quanto appena descritto, la sequenza analitica giornaliera sarà generalmente la 
seguente (intervallata dall’analisi di bianchi di solvente): 
- Check tune 
- CCV 
- LCS 
- MS 
- MSD 
- Bianco metodo 
- 10 Campioni 
- CCV 
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Infine, come già descritto in precedenza, il metodo analitico viene sottoposto a controlli 
periodici, mediante l’analisi in doppio di campioni, per verificare che la differenza tra i 
due risultati sia inferiore al limite di ripetibilità (r) determinato durante la validazione del 
metodo analitico. 
5.1 Trattamento statistico dei dati 
Il primo passo, al fine di eseguire una verifica statistica dei risultati derivanti dalle prove di 
ripetibilità, è quello di effettuare una analisi statistica della curva di calibrazione al fine di 
valutare se il modello di taratura scelto è compatibile con il parametro ricercato. 
A tale scopo, considerando che per i parametri oggetto di studio sono state costruite delle 
rette di taratura utilizzando il metodo dei minimi quadrati, i risultati ricavati dall’analisi 
dei livelli di calibrazione devono essere analizzati per valutare l’omoschedasticità della 
varianza all’interno del campo di taratura, la distribuzione normale dei dati rispetto alla 
retta, l’esistenza di una relazione fra i segnali letti e la grandezza cercata e l’adeguatezza 
del modello applicato (nel caso specifico lineare). 
Per valutare l’omoschedasticità della varianza generalmente viene utilizzato il Test di 
Hartley che confronta il rapporto tra la varianza massima (Smax
2
) e la varianza minima 
(Smin
2
) con un parametro tabulato. In particolare, per accettare l’ipotesi che la varianza sia 
omogenea, deve valere la seguente relazione: 
 =		
 < 	(,) 
Equazione 1: Criterio di accettabilità (Test di Hartley) per la valutazione dell’omoschedasticità della varianza 
dove q è il numero dei livelli della retta di calibrazione, ν è il numero di gradi di liberta 
(nh-1) e nh è la media armonica della numerosità campionaria -  = 1  +  +⋯+   ⁄ "⁄  -. 
Una ulteriore valutazione viene fatta eseguendo una analisi della distribuzione dei residui. 
Tale analisi può essere fatta anche visivamente, costruendo opportuni grafici, dai quali è 
possibile valutare la presenza di dati anomali o andamenti particolari dei residui, i quali 
evidenziano la presenza di possibili errori sul modello di regressione scelto. 
Infine, nel caso in cui vengano eseguite più letture di ogni livello per la costruzione della 
curva di calibrazione, viene generalmente eseguita l’analisi delle varianze ANOVA 
(Analysis of variance) per valutare l’esistenza di una relazione fra i segnali letti (y) e la 
grandezza cercata (x) e per valutare l’adeguatezza del modello lineare. 
A tale scopo vengono calcolati gli scarti quadratici totali (SQtot) dei segnali, somma degli 
scarti quadratici dei segnali rispetto alla media (SQreg, di regressione) e degli scarti 
quadratici dei segnali rispetto al valore calcolato (SQres, residui): #$ =	#%&' + #%&( 
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Equazione 2: Calcolo degli scarti quadratici totali 
Che equivale a: 
)(*+ − *$(() =)(*+ − *-	.-) +)(*-	.- − *$(() 
Equazione 3: Calcolo degli scarti quadratici totali per esteso 
Quindi, eseguendo il rapporto con i rispettivi gradi di libertà degli scarti di regressione 
(che ha un solo grado di libertà) e dei residui, ed eseguendo nuovamente il rapporto tra i 
due risultati, si ottiene un parametro di Fisher calcolato. Per accettare l’esistenza di un 
buon accordo tra i segnali e la grandezza ricercata, deve verificarsi la seguente relazione: 
-	.- =	 #%&'/#%&( =	 #%&'#%&( ( − 2)⁄ > 		 
Equazione 4: Criterio di accettabilità per valutare l’esistenza di una relazione tra i segnali (y) e la grandezza 
ricercata (x) 
dove n equivale al numero totale dei punti ottenuti per la costruzione della retta. 
Per valutare l’adeguatezza del modello lineare, invece, si considera che il valore degli 
scarti quadratici dei residui SQres è dato dalla somma degli scarti quadratici dei segnali 
ottenuti rispetto alla media di ogni livello (SQpe, pure error) e degli scarti quadratici dei 
segnali ricalcolati sulla retta rispetto alla media di ogni livello (SQlof, lack of fit): #%&( =	#2& + #.$3 
Equazione 5: Calcolo degli scarti quadratici dei segnali rispetto al valore calcolato (residui) 
Che equivale a: 
)(*-	.- − *$(() =)(*$(( − *+.4) +)(*-	.- − *+.4) 
Equazione 6: Calcolo dei residui per esteso 
Eseguendo il rapporto con i rispettivi gradi di libertà degli scarti di pure error e degli scarti 
di lack of fit, ed eseguendo nuovamente il rapporto tra i due risultati, si ottiene un nuovo 
parametro di Fisher calcolato. In questo caso per accettare l’ipotesi dell’adeguatezza del 
modello lineare, deve verificarsi la seguente relazione: 
-	.- =	/#.$3/#2& =	#.$3 (5 − 2)⁄#2& ( − 5)⁄ < 		 
Equazione 7: Criterio di accettabilità dell’ipotesi di adeguatezza del modello lineare 
dove n è sempre il numero totale dei punti ottenuti per la costruzione della retta e l è il 
numero di livelli analizzati per eseguire la calibrazione. 
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A questo punto, facendo riferimento ad un unico livello di concentrazione degli analiti, 
ricavato dalle prove eseguite per la validazione del metodo, la procedura da seguire per la 
verifica delle prestazioni di un metodo analitico prevede: 
- scelta del numero di prove da eseguire (generalmente 10); 
- verifica della distribuzione normale dei dati ottenuti (Test di Shapiro-Wilk); 
- verifica della presenza di dati anomali (Test di Dixon, di Grubbs e di Huber); 
- valutazione della comparabilità tra lo scarto tipo ricavato dalla serie di misure 
replicate (sr) e lo scarto tipo riportato sui metodi di riferimento (σr) o valutato tramite 
l’applicazione dellequazione di Horwitz. 
Una volta eseguite le misure replicate, il primo passo è quello di verificare la distribuzione 
normale dei dati ottenuti mediante l’applicazione del Test di Shapiro-Wilk. A tal fine, i dati 
ottenuti dalle 10 prove eseguite, vengono disposti in ordine crescente: 
6, 6, …	, 68	 
Equazione 8: Disposizione in ordine crescente dei risultati ottenuti in 10 prove replicate 
dove x1 rappresenta il risultato più basso (in concentrazione) e x10 il risultato più alto. 
A questo punto si calcola la somma degli scarti quadratici (SQ) rispetto alla media 6̅ 
secondo la seguente formula: 
#	 = 	)(6 − 6̅)8:  
Equazione 9: Calcolo della somma degli scarti quadratici dal valore medio 
Quindi si calcola il parametro b applicando la seguente equazione: 
; = 	)<(6= − 6)>:  
Equazione 10: Calcolo del fattore b per la verifica della distribuzione normale dei dati 
dove k corrisponde a  2⁄  se n è pari oppure ( − 1) 2⁄  se n è dispari. 
Infine l’ultimo passaggio consiste nel calcolo del parametro kp applicando la seguente 
equazione: ?2 = @ + A ∙ ln EF;# − GH F1 − ;#HI J 
Equazione 11: Calcolo della costante kp per la verifica della distribuzione normale dei dati 
 
dove i coefficienti γ, η e ε sono tabulati in funzione del numero di prove replicate e del 
grado di probabilità desiderato. Il Test di Shapiro-Wilk è rispettato se il valore del 
parametro kp calcolato dalle misure replicate risulta maggiore del valore del kp tabulato. 
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Una volta verificata l’effettiva distribuzione normale dei risultati, si procede 
all’individuazione di eventuali valori anomali basandosi su vari Test. 
Nel nostro caso specifico è stato utilizzato il Test di Dixon. Tale test statistico, applicabile 
ad un set di risultati costituito da un numero di dati inferiore a 40, consente di 
determinare se il valore più alto e il valore più basso ottenuto siano coerenti con gli altri. 
Sempre considerando l’insieme dei risultati ottenuti dall’analisi di 10 replicati, si calcolano 
due rapporti fondamentali: 
K = (6 − 6)(6L − 6) 
K	
 = (68 − 6L)(68 − 6) 
Equazione 12: Calcolo dei rapporti critici per l’individuazione di eventuali dati anomali (Test di Dixon) 
Tali rapporti consentono di valutare la coerenza dei due dati estremi all’intervallo di 
risultati ottenuti; in particolare K consente di valutare il dato x1 e K	
 consente 
di valutare il dato x10 (rispettivamente il più basso ed il più alto in concentrazione). 
Tra i due rapporti, l’unico che viene sottoposto a verifica è il maggiore. Ad uno specifico 
livello di significatività il dato sospetto, x1 o x10, è da ritenere coerente con gli altri dati se 
il corrispondente rapporto calcolato risulta inferiore al valore tabulato. 
Gli eventuali dati anomali devono essere rimossi e, dopo la loro eliminazione, deve essere 
ripetuta la verifica della normalità della distribuzione dei dati restanti. 
Dal momento in cui non viene più riconosciuta la presenza di dati anomali, si procede alla 
valutazione della comparabilità tra lo scarto tipo ricavato dalla serie di misure replicate 
(sr) e lo scarto tipo riportato sui metodi di riferimento (σr). Nel caso in cui i metodi di 
riferimento non riportino un valore dello scarto tipo per alcuni dei parametri oggetto di 
studio (come nel caso specifico), è possibile eseguire una valutazione interna al 
laboratorio considerando un valore di σr scelto in base alle esigenze de laboratorio stesso, 
il quale deve essere accuratamente giustificato, o utilizzando un valore di σr determinato 
basandosi sulla sola concentrazione del livello indagato mediante l’applicazione 
dell’equazione di Horwitz, riportata di seguito. 
KM% = 2(8,O∙PQ(R)) 
Equazione 13: Stima della deviazione standard relativa mediante l’equazione di Horwitz 
L’equazione di Horwitz è un’equazione empirica, ricavata analizzando più di 10.000 set di 
dati relativi a misurazioni interlaboratorio, che fornisce una stima del valore della 
deviazione standard relativa di un parametro in base alla sua sola concentrazione, a 
prescindere della natura dell’analita, della matrice e del metodo di misura impiegato. 
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Da tale equazione è possibile ricavare lo scarto tipo di riproducibilità (σR) applicando la 
seguente equazione: 
ST =	KM% ∙ U100 = 0,02 ∙ U8,WXLO 
Equazione 14: Stima dello scarto tipo di riproducibilità ricavata dall’equazione di Horwitz 
Secondo quanto riportato nella Direttiva 98/53/CE
[62]
 della Comunità Europea è possibile 
stimare un valore di scarto tipo di ripetibilità, a partire dal ST ottenuto applicando 
l’equazione di Horwitz, assumendo che il rapporto tra i due sia pari a 0,66. Quindi, per 
ottenere il valore di S% si calcola: S% = 0,66 ∙ ST 
Equazione 15: Stima dello scarto tipo di ripetibilità atteso ricavato dall’equazione di Horwits 
La stima dello scarto tipo di ripetibilità (sr) delle prove eseguite sul livello considerato, 
viene calcolata applicando la seguente formula: 
Z% =	[∑ (6 − 6̅): − 1  
Equazione 16: Stima dello scarto tipo di ripetibilità delle prove replicate 
dove con n si intende il numero di prove eseguite (nel caso considerato n = 10). 
Una volta calcolato lo scarto tipo di ripetibilità vengono quindi stimati i limiti 
dell’intervallo di accettabilità del rapporto tra Z% S%⁄  in funzione degli  − 1 gradi di 
libertà: 
1 − 1,96^2( − 1) 	≤ 	 Z%S% 	≤ 	1 + 1,96^2( − 1) 
Equazione 17: Intervalli di accettabilità, in funzione dei gradi di libertà, del rapporto fra la stima dello scarto 
tipo di ripetibilità e lo scarto tipo di ripetibilità atteso 
Nel caso in cui il rapporto tra i due scarti tipo risulti essere maggiore del limite superiore 
dell’intervallo di accettabilità occorrerà apportare delle modifiche alla procedura analitica 
in corso di convalida mentre, nel caso in cui risulterà essere contenuto all’interno dei 
limiti calcolati, la procedura potrà essere ritenuta valida in termini di ripetibilità stretta. 
E’ da sottolineare che, nel caso particolare in cui tale rapporto risulterà essere minore del 
limite inferiore dell’intervallo di accettabilità, la procedura potrà essere comunque 
ritenuta valida, ma la migliore ripetibilità ottenuta dovrà essere giustificata all’organo 
accreditante. 
Infine è necessario considerare, come è già stato sottolineato in precedenza, che per 
convalidare una procedura analitica è necessario valutare il mantenimento nel tempo 
delle condizioni di ripetibilità del metodo in uso. A tale scopo si confronta lo scarto tipo 
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ottenuto durante le prove di validazione (sr) con lo scarto tipo ricavato su prove replicate 
distinte (sa) ed eseguite a distanza di un periodo di tempo prefissato. 
In particolare la stima dello scarto tipo risulta stabile nel tempo se il rapporto tra le 
varianze, ricavate dalle deviazioni standard calcolate, risulta essere inferiore alla costante 
di Fisher (F) tabulata in funzione di un certo livello di probabilità e dei rispettivi gradi di 
libertà. 
Nella routine del laboratorio, e durante la visita annuale di accreditamento, vengono 
eseguite delle prove in doppio utilizzando un materiale di riferimento o un campione 
fortificato con gli standard dei parametri ricercati. In questo caso lo scarto tipo di 
ripetibilità sa risulta caratterizzato da un unico grado di libertà e si può calcolare 
utilizzando la seguente formula: 
Z	 =	[(6 − 6)2  
Equazione 18: Stima dello scarto tipo di ripetibilità sulla base di una prova in doppio 
In particolare, il criterio di accettabilità per la valutazione del mantenimento delle 
condizioni di ripetibilità del metodo analitico, può essere espresso come: 
|6 − 6| 	≤ 	 Z%√2 
Equazione 19: Criterio di accettabilità per la valutazione del mantenimento delle condizioni di ripetibilità di 
un metodo 
Si può inoltre sottolineare che, poiché la radice quadrata della costante di Fisher equivale 
al t di student, l’equazione sopra riportata può essere riscritta come: |6 − 6| 	≤ 	b 
Equazione 20: Ulteriore espressione del criterio di accettabilità per la valutazione della stabilità delle 
prestazioni di un metodo 
dove r non è altro che il limite di ripetibilità già citato in precedenza, che viene quindi 
calcolato come: 
b = 	c ∙ Z% ∙ √2 
Equazione 21: Definizione del limite di ripetibilità 
5.2 Stima ed espressione dell’incertezza di misura 
Come già descritto in precedenza, l’incertezza di misura relativa ad un dato analitico 
determinato mediante l’applicazione di una specifica procedura di prova, è un aspetto 
fondamentale che assume un’importanza rilevante anche in sede di accreditamento del 
metodo analitico. 
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In particolare l’ente di accreditamento richiede che ogni laboratorio sia in possesso di una 
propria procedura dove vengono riportate in dettaglio le modalità di calcolo 
dell’incertezza di misura utilizzate nel laboratorio stesso. 
Il Laboratorio Ambientale della Scarlino Energia utilizza il metodo metrologico (bottom-
up) per il calcolo dell’incertezza di misura, descritto nelle linee guida del GUM
[61]
. Tale 
metodo può essere suddiviso in più fasi: 
- Definizione del misurando; 
- Identificazione delle sorgenti d’incertezza; 
- Quantificazione delle incertezze d’ingresso; 
- Conversione ad incertezza tipo d’ingresso; 
- Calcolo dell’incertezza tipo composta; 
- Calcolo dell’incertezza estesa. 
L’obiettivo di una misurazione è la determinazione del valore della grandezza da misurare 
(Y), detta “misurando”. Ciò che in realtà riusciamo ad ottenere dal processo di 
misurazione è una stima (y) del misurando, il quale dipende delle stime di alcune 
grandezze di ingresso (xi): * = d(6, 6, … , 6) 
Equazione 22: Dipendenza della la stima del misurando (y) e la stima di alcune grandezze d’ingresso (x) 
In particolare tutte le possibili grandezze d’ingresso che incidono sull’incertezza devono 
essere identificate e valutate. 
Il metodo metrologico suddivide le incertezze tipo di ingrasso in due categorie principali: 
- fonti di tipo A, le quali possono essere stimate come deviazioni standard di parametri 
valutati mediante analisi statistica di risultati sperimentali (deviazione standard di 
una media, della pendenza di una retta di calibrazione, ecc.); 
- fonti di tipo B, le quali derivano da informazioni relative alla strumentazione o ai 
materiali di riferimento (tolleranze della vetreria, incertezza del valore certificato di 
un materiale di riferimento, precisione di un termometro, ecc.). 
5.2.1 Calcolo dei contributi all’incertezza di tipo A (incertezza di ripetibilità) 
Per il calcolo del contributo di ripetibilità all’incertezza devono essere analizzati n 
campioni per ognuno degli m livelli ottenuti da un materiale di riferimento certificato o 
mediante l’aggiunta di standard degli analiti ricercati in campioni reali. 
Il calcolo viene eseguito stimando, per ogni livello, lo scarto tipo di ripetibilità (sr) già visto 
in precedenza (Equazione 16). Da esso si ricava lo scarto tipo di ripetibilità dalla media: 
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Se =	 Z%√ 
Equazione 23: Scarto tipo di ripetibilità di n prove 
Infine, il contributo all’incertezza dovuto alla ripetibilità (scarto tipo relativo di ripetibilità) 
viene calcolato come: 
fg %2 =	Se6̅  
Equazione 24: Scarto tipo relativo di ripetibilità (contributo di ripetibilità all’incertezza) 
dove 6̅ è la media dei risultati di ogni singolo livello. 
5.2.2 Calcolo dei contributi all’incertezza di tipo B 
In questo caso, a titolo di esempio, vengono riportate le formule generali per il calcolo dei 
contributi all’incertezza delle grandezze individuate nel lavoro oggetto di studio. E’ 
necessario sottolineare che i contributi all’incertezza di tipo B possono variare, in 
grandezza e tipo, a seconda del metodo analitico considerato. 
Incertezza di taratura 
La curva di taratura viene costruita su più livelli (m) di concentrazione a coprire l’intero 
campo di applicazione e, normalmente, ciascun livello viene ripetuto più volte. 
Il contributo all’incertezza composta dovuto alla taratura viene calcolato utilizzando la 
seguente equazione: 
f(6) = 	 
h; ∙ i1 + 1j + * − *+%&'; ∙ ∑ 6k − 6̅%&'k:  
Equazione 25: Incertezza associata alla retta di taratura 
dove: 
- 
h è lo scarto tipo dei residui; 
- b è il coefficiente angolare della curva di taratura; 
- n è il numero di prove indipendenti effettuate su ogni singolo campione di routine 
(n=1); 
- m è il numero dei livelli per costruire la retta di taratura; 
- * è la risposta strumentale (segnale) per ogni campione; 
- 6  è il valore sulla curva (concentrazione) per ogni campione; 
- 6k è il valore sulla curva (concentrazione) per ogni campione utilizzato per costruire la 
curva di taratura; 
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- *+%&' è il valore medio delle risposte (segnali) in fase di taratura; 
- 6̅%&' è il valore medio delle grandezze (concentrazioni) utilizzate per la costruzione 
della curva di taratura. 
Considerando che, nel caso di una relazione lineare tra il misurando e le grandezze in 
entrata, * = ;6 + < e *+%&' = ;6̅%&' + <, semplificando e passando dalla deviazione 
standard alla varianza si ottiene: 
f(6) =	
h; ∙ l1 + 1j + 6 − 6̅%&'∑ 6k − 6̅%&'k: m 
Equazione 26: Varianza associata alla retta di taratura 
In particolare lo scarto tipo dei residui 
h si calcola come: 

h =	[∑ * − *%&'k: j − 2  
Equazione 27: Scarto tipo dei residui della retta di taratura 
dove * è il segnale letto e *%&' è il segnale letto sulla curva secondo la regressione 
lineare applicata. 
Da un punto di vista operativo, una volta ottenuta la varianza f(6) per ogni prova 
ripetuta si calcola: 
- la media delle varianze: f(6n)++++++++ = 	∑ o(
p)qrpst  (Equazione 28); 
- la varianza della media: 
o(
u)q+++++++ = 	∑ o(
p)qrpstq  (Equazione 29); 
- lo scarto tipo della media: vo(
u)q+++++++ = v	∑ o(
p)qrpstq  (Equazione 30); 
- lo scarto tipo relativo della media (contributo all’incertezza dovuto alla taratura): 
fg 	% =	v	∑ f(6)
:6̅  
Equazione 31: Contributo della taratura all’incertezza 
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Incertezza del recupero 
Per determinare il contributo all’incertezza del recupero vengono effettuate n prove 
replicate su m livelli ottenuti da un materiale di riferimento certificato o mediante 
l’aggiunta di standard degli analiti ricercati in campioni reali, aventi concentrazioni finali 
pari a  CCRM ± uCRM, dove uCRM è l’incertezza del materiale utilizzato. Quindi, per prima 
cosa, si calcola lo scarto tipo del recupero percentuale: 
S%&- =	[∑ (Kwx% − Kwx%++++++++):  − 1  
Equazione 32: Scarto tipo del recupero percentuale 
Come nel caso del calcolo del contributo di ripetibilità all’incertezza, si calcola lo scarto 
tipo della media del recupero e, dividendo per il recupero medio ottenuto tra livelli, si 
ottiene lo scarto tipo relativo del recupero. In questo caso però, per ottenere il 
contributo del recupero all’incertezza, si deve considerare anche il contributo derivante 
dall’incertezza del materiale utilizzato. Pertanto l’equazione da utilizzare sarà: 
fg %&- =	iy S%&-√Kwx%++++++++z
 + (fgRTe) 
Equazione 33: Scarto tipo relativo del recupero (contributo del recupero all’incertezza) 
dove: 
fg UK/ =	fRTeURTe 
Equazione 34: Contributo del materiale di riferimento allo scarto tipo relativo del recupero 
Altri contributi di tipo B all’incertezza 
Gli altri contributi di tipo B all’incertezza (volumetrica, del materiale di riferimento, ecc.) 
devono essere valutati singolarmente e possono essere espressi secondo una 
distribuzione rettangolare del tipo: f(6){ =	 <√3 
Equazione 35: Contributi di tipo B all’incertezza di misura espressi secondo una distribuzione continua 
uniforme (rettangolare) 
dove < rappresenta il semi intervallo (±	<) di una grandezza di tipo B. 
In particolare il contributo all’incertezza di tali grandezze sarà: 
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fg (6){ =	f(6){6 = 	 <6√3 
Equazione 36: Equazione generale dei contributi relativi di tipo B all’incertezza 
Nel lavoro oggetto di studio sono state individuate alcune fonti di incertezza di questo 
tipo: 
- contributo delle apparecchiature volumetriche (vetreria e microsiringhe), in generale: 
fg4$. =	 <4$.}√3 
Equazione 37: Contributo relativo delle apparecchiature volumetriche all’incertezza 
- contributo del materiale di riferimento: 
fg %3 =	 <%3U√3 
Equazione 38: Contributo relativo del materiale di riferimento all’incertezza 
- contributo della conferma della curva di taratura. Tale contributo deriva dal controllo 
della curva di taratura che viene effettuato ad ogni sequenza analitica analizzando 
uno standard intermedio di taratura preparato di fresco. In particolare la curva di 
taratura risulta valida se il risultato ottenuto da questa analisi rientra all’interno 
dell’intervallo di tolleranza riportato in procedura di prova. Il contributo relativo a 
tale grandezza viene calcolato come: 
fg -$3.	% =	/<6	55wb<<√3  
Equazione 39: Contributo relativo all’incertezza dell’intervallo di accettabilità per la conferma della curva di 
taratura 
5.2.3 Calcolo dell’incertezza tipo composta 
In base alla legge generale di propagazione degli errori, è possibile calcolare l’incertezza 
tipo composta come la radice quadrata della somma dei quadrati dei singoli contributi 
relativi f(6) 6⁄  di tipo A e di tipo B precedentemente definiti: 
f(6)6 = 	[)f(6)6 =	vfg %2 + fg 	% + fg %&- + fg4&% + fg-%$( + fg %3 + fg -$3.	% 
Equazione 40: Equazione dell’incertezza tipo composta relativa, determinata in base alla legge generale di 
propagazione dell’errore 
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L’incertezza tipo composta si ricava moltiplicando quella relativa per il valore medio dei 
risultati delle n repliche effettuate per il livello considerato: 
f(6̅) = 	f(6)6 ∙ 6̅ 
Equazione 41: Equazione dell’incertezza tipo composta 
5.2.4 Calcolo dell’incertezza estesa e dell’incertezza estesa percentuale 
L’incertezza estesa si ricava moltiplicando l’incertezza tipo composta per il fattore di 
copertura k: 
(6̅) = 	? ∙ 	f(6̅) 
Equazione 42: Equazione dell’incertezza estesa 
dove k è da individuare tra i valori della variabile t di Student in base al livello di 
probabilità fissato ed al numero dei gradi di libertà effettivi &33 da attribuire a.	f(6̅). 
Generalmente k viene considerato uguale a 2, valore che corrisponde ad una t di Student 
con un livello di probabilità del 95% se i gradi di libertà effettivi sono maggiori di 10. 
I gradi di libertà effettivi &33 vengono calcolati mediante la formula di Welch-
Satterhwaite: 
&33 =	 f(6)X∑ f(6)X:  
Equazione 43: Equazione dei gradi di libertà effettivi 
dove  sono i gradi di libertà dei contributi all’incertezza f(6), e vengono determinati 
seguendo le seguenti regole: 
- se f(6) è una incertezza tipo di categoria A, stimata attraverso la media aritmetica di 
n osservazioni indipendenti, allora  =  − 1; 
- se f(6) è una incertezza tipo di categoria B dovuta alla taratura costruita su m livelli 
di concentrazione, allora  = j − 1; 
- Se f(6) è una incertezza tipo di categoria B e di valore costante (ad es. volumetrica, 
del materiale di riferimento, etc ), allora  = ∞, quindi f(6)X  = 0⁄ . 
E’ necessario però sottolineare che il numero delle prove (h) effettivamente eseguite di 
routine è diverso dal numero (n) di quelle eseguite per il calcolo dell’incertezza di 
ripetibilità. Il valore dell’incertezza estesa verrà quindi corretto tenendo conto della 
numerosità delle h misurazioni routinarie: 
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(6̅) = ? ∙ vℎ ∙ f +)f{  
Equazione 44: Equazione dell’incertezza estesa routinaria (corretta per il numero di prove eseguite in fase di 
validazione e per le prove eseguite nella routine del laboratorio) 
dove f e f{ sono le incertezze tipo delle categorie A e B. 
Quindi l’incertezza estesa percentuale verrà calcolata come: 
(6̅)% =	(6̅)6̅ × 100 
Equazione 45: Equazione dell’incertezza estesa percentuale 
Nella pratica, per ogni analita, si è stimato un valore di incertezza estesa percentuale 
(k=2) per ognuno degli specifici livelli indagati. Al fine di valutare l’andamento 
dell’incertezza estesa al variare della concentrazione, è stata effettuata una 
interpolazione dei valori d’incertezza ottenuti in funzione delle concentrazioni di ogni 
livello indagato. 
E’ importante sottolineare che, generalmente, la retta di interpolazione ottenuta in 
questo modo è una retta a pendenza negativa, quindi, all’aumentare della 
concentrazione, l’incertezza estesa percentuale diminuisce. 
L’incertezza ricavata tramite la retta di regressione viene utilizzata fino al livello di 
concentrazione in cui essa diventa uguale a quella derivante dai soli  contributi B delle 
apparecchiature volumetriche, della conferma della retta di taratura e del materiale di 
riferimento. Per concentrazioni maggiori a tale livello, l’incertezza estesa percentuale 
viene approssimata al valore d’incertezza minimo costante dato dai contributi B appena 
citati. 
Infine si sottolinea che l’incertezza del risultato analitico viene espressa sul Rapporto di 
Prova come incertezza estesa (U) indicando al fianco del suddetto risultato analitico il 
valore della stessa. 
Un esempio pratico di espressione del risultato è il seguente: 
Parametro Metodo di Prova Risultato Incertezza Estesa (U) Unità di Misura 
4,4’-DDT 
EPA 3510C 1996 + 
EPA 8270D 2007
 0,25 ±0,03 (k95% = 2) μg/L 
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CAPITOLO 6: Parte sperimentale 
La parte sperimentale del lavoro ha riguardato la messa a punto di un metodo analitico 
per la determinazione di 35 pesticidi, 27 clorurati ed 8 fosforati, in matrici acquose. 
In particolare il metodo è stato accreditato per l’analisi di 24 dei pesticidi clorurati 
considerati in acque naturali e reflue. 
Inoltre, si è provveduto ad integrare le considerazioni fatte sul metodo portato in 
accreditamento con valutazioni riguardanti il recupero ottenuto dopo l’applicazione di 
una fase di purificazione intermedia, al fine di estendere il numero di matrici su cui poter 
effettuare tali analisi. 
La parte sperimentale può essere suddivisa in più fasi: sviluppo del metodo GC/MS, 
ottimizzazione delle tecniche di estrazione e purificazione, validazione del metodo 
analitico mediante la partecipazione ad un Proficiency Test ed esecuzione delle prove per 
la valutazione delle figure di merito e per la determinazione dell’incertezza estesa per 
l’accreditamento del metodo analitico  
E’ necessario tenere presente che, dovendo arrivare alla definizione di procedure da 
sottoporre ad accreditamento ed applicabili in analisi di routine, la fase di ottimizzazione 
è consistita principalmente nella valutazione dell’efficienza delle principali strategie dei 
metodi normat. 
6.1 Materiali e strumentazioni 
6.1.1 Strumentazioni utilizzate 
Il lavoro svolto è stato condotto utilizzando un gascromatografo Agilent Technologies 
7890A interfacciato ad uno spettrometro di massa a triplo quadrupolo Agilent 
Technologies 7000 operante in modalità di prima ionizzazione per impatto elettronico a 
70eV e seconda frammentazione per impatto con gas azoto. 
Il gascromatografo, munito di un autocampionatore Agilent Technologies GC Sampler 80 
con 98 postazioni di analisi e 4 postazioni per i solventi di lavaggio e scarico, è stato 
equipaggiato con una colonna capillare Agilent Technologies DB-5MS UI (60 m x 0,25 mm 
x 0,25 μm) con una fase stazionaria composta dal 5% fenil-, 95% metilpolisilossano. 
Per la fase di pretrattamento dei campioni sono stati utilizzati: 
- una bilancia tecnica Sartorius con sensibilità pari a 0,01 g; 
- una bilancia analitica Shimadzu AX120 con sensibilità pari a 0,0001 g; 
- un sistema di evaporazione rotante costituito da un Rotavapor Heidolph Laborota 
4002 - Digital, un bagno riscaldante ad acqua Heidolph WB, una pompa Heidolph 
Rotavac valve tec ed un pompa refrigerante Heidolph Rotacool mini; 
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- un pH-metro Hanna istruments - HI 9017. 
6.1.2 Materiali, standard e solventi 
Nella fase di messa a punto del metodo analitico è stata utilizzata la seguente vetreria: 
imbuti separatori da 1 L, palloni da 100 e 250 mL, cilindri graduati di classe A da 100 e 
1000 mL, matracci di classe A da 5 e 10 mL, imbuti e vials Supelco graduate in vetro 
ambrato da 2 mL con tappo con setto in PTFE per analisi GC/MS. 
Inoltre sono state utilizzate pipette tarate da 1, 2, 5 e 10 mL e microsiringhe Hamilton e 
Agilent Technologies da 10, 50, 100, 250 e 500 μL. 
Per la fase di purificazione sono state utilizzate le seguenti cartucce e fasi stazionarie: 
- Phenomenex Strata SI-1 Silica (55μm, 70°), 1000 mg/6 mL; 
- Phenomenex Strata Florisil® (FL-PR), 1000 mg/6 mL; 
- Gel di silice 60 (0,063 - 0,200 mm), Merck; 
- Florisil® 60 - 100 mesh, Carlo Erba. 
Sempre in fase di estrazione e purificazione è stato utilizzato solfato di sodio anidro e 
cloruro di sodio di grado per analisi di pesticidi in tracce, Fluka Analytical, carta da filtro in 
fibra di vetro, Munktell, e lana di vetro Panreac. 
Come solventi e reagenti sono stati utilizzati: isottano, diclorometano, esano, acetone ed 
etere dietilico di grado per analisi di diossine, furani e PCB della Fluka Analytical, acido 
solforico al 95% (diluito al 5%) della Merck e idrossido di sodio in pasticche (Merck) 
utilizzato per la preparazione di una soluzione 0,5 M. Inoltre, per il lavaggio della vetreria, 
è stata utilizzata acqua deionizzata ed acetone tecnico. 
Gli standard impiegati per la preparazione dei livelli di calibrazione e per l’esecuzione 
delle prove relative all’ottimizzazione e alla validazione del metodo analitico sono: 
- Ultrascientific - IRSA 5090 Pesticide Mixture contenente i pesticidi clorurati ad una 
concentrazione di 100 μg/mL in acetone; 
- Ultrascientific - Propazine Solution contenente Propazina ad una concentrazione di 
100 μg/mL in metanolo; 
- Ultrascientific - Triadimefon Solution contenente Triadimefon ad una concentrazione 
di 1000 μg/mL in acetone; 
- Ultrascientific - Organophosphorous Pesticides Mixture contenente i pesticidi 
fosforati ad una concentrazione di 2000 μg/mL in diclorometano. 
Gli standard di seconda sorgente sono stati preparati utilizzando: 
- Ultrascientific - Isodrin Solution contenente Isodrin ad una concentrazione di 100 
μg/mL in metanolo; 
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- Ultrascientific - Organochlorine Pesticide Mixture contenente pesticidi clorurati ad 
una concentrazione di 1000 μg/mL in acetone; 
- Ultrascientific - DM 471 Pesticide Mixture contenente pesticidi clorurati ad una 
concentrazione di 100 μg/mL in acetone. 
Infine, per la preparazione degli standard surrogati e degli standard interni, sono stati 
utilizzati: 
- Ultrascientific - Base/Neutrals Surrogate Standard Mixture contenente p-terfenile-
d14 ad una concentrazione di 1000 μg/mL in diclorometano; 
- Dr. Ehrenstorfer - Fenchlorphos contenente Fenchlorphos ad una concentrazione di 
100 μg/mL in cicloesano; 
- Dr. Ehrenstorfer - Atrazine D5 (ethylamino D5) contenente Atrazina-d5 ad una 
concentrazione di 100 μg/mL in acetone; 
- Dr. Ehrenstorfer - 4,4’-DDT D8 contenente 4-4’-DDT-d8 ad una concentrazione di 100 
μg/mL in acetone; 
- Dr. Ehrenstorfer - Parathion-ethyl D10 (diethyl D10) contenente etil - Parathion D10 
ad una concentrazione di 100 μg/mL in acetone. 
La validazione del metodo analitico è stata completata partecipando al Proficiency Test 
QC 2014 proposto dalla Quality Consult Srl come prova interlaboratorio di determinazione 
di pesticidi organoclorurati in acqua potabile “per la promozione della qualità 
ambientale”. Per l’esecuzione di tale prova sono stati forniti 2 litri di acqua potabile 
concentrata (1 litro per ognuno dei due livelli della prova) e due soluzioni fortificanti da 5 
mL ciascuna. Per la preparazione dei campioni utilizzati è stata usata acqua deionizzata 
Millipore. 
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6.2 Messa a punto del metodo GC/MS 
Per la messa a punto del metodo GC/MS per la determinazione dei pesticidi, ci si è basati 
sulle linee guida del Metodo EPA 8270D
[55]
 e su studi trovati in letteratura
[51-54]
. Tutte le 
prove sono state eseguite analizzando uno standard in isottano contenente i 35 pesticidi 
oggetto di studio. 
Il metodo EPA 8270D
[55]
, che propone delle linee guida per la determinazione di numerosi 
composti organici semivolatili mediante analisi via GC/MS, suggerisce dei parametri 
strumentali del tutto generali, come il range di temperature dell’iniettore, della transfer 
line, della programmata e il volume di iniezione. In particolare, tali linee guida, sono state 
tutte prese in considerazione negli studi riportati. 
Considerando le diverse caratteristiche della colonna cromatografica utilizzata per la 
messa a punto del metodo proposto e quelle utilizzate negli studi considerati, sono state 
identificate alcune caratteristiche principali - temperatura di inizio e fine corsa, 
dell’iniettore, della transfer line e della sorgente ionica, pendenza delle rampe di 
temperatura e flusso del carrier gas - e riadattare alle specifiche della strumentazione 
utilizzata. 
Dalle prove eseguite è stato osservato che buoni risultati in termini di intensità del 
segnale, risoluzione cromatografica e tempi di analisi, venivano già ottenuti applicando 
un’unica rampa di temperatura, compresa tra 70 a 280 °C, ad una velocità di 5°C/min. 
Tale metodo però è stato ulteriormente ottimizzato considerando le specifiche riportate 
nello studio di Wylie e Meng
[54]
, dove la strumentazione considerata, esclusa la colonna 
cromatografica, è del tutto simile a quella utilizzata in laboratorio. 
Come si può osservare nella Tabella 10, dove vengono riportati i parametri GC/MS 
definitivi utilizzati per l’analisi dei pesticidi, una particolarità del metodo sviluppato, 
rispetto ai metodi ritrovati in letteratura, sta nella modalità di iniezione del campione. 
Infatti, confrontando i risultati di prove replicate condotte utilizzando il metodo di 
iniezione a caldo (250°C, costante durante tutta la corsa cromatografica) e il metodo di 
iniezione a freddo (con la rampa di temperature riportata in tabella), è stato osservato 
come questo secondo metodo ha fornito risultati migliori in termini di intensità di 
segnale, probabilmente dovuto ad una minor perdita e degradazione degli analiti in fase 
di iniezione. 
 Metodo interno risultante 
Caratteristiche colonna 
Agilent Technologies, DB-5MS UI 
(60 m x 0,25 mm x 0,25 μm) 
5% fenil-95% metilpolisilossano 
Programmata di temperature 
Forno 
70°C x 1min; 
50°C/min fino a 140°C; 
5°C/min fino a 285°C x 5min 
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Programmata di temperature 
Iniettore 
70°C x 0,01min; 
700°C/min fino a 280°C x 36,4min 
Volume iniettato 1μl 
Temperatura transfer line 285°C 
Flusso carrier gas (He) 1,2ml/min 
Energia di ionizzazione 70eV 
Temperatura sorgente di ionizzazione 230°C 
Temperatura quadrupolo anteriore (Q1) 150°C 
Temperatura quadrupolo posteriore (Q3) 150°C 
Flusso collision gas (N2)  1,5ml/min 
Gain Factor 15 (x 10
5
) 
Solvent Delay 6min 
Post Run 60°Cx1min 
Total Run Time 37,4min 
Tabella 10: Parametri operativi del metodo GC/MS messo a punto 
6.3 Identificazione degli analiti e delle transizioni caratteristiche 
Inizialmente, per identificare gli analiti di interesse, sono stati analizzati, con il metodo 
gascromatografico precedentemente descritto, uno standard in isottano dei 35 pesticidi 
ricercati ed uno standard, sempre in isottano, contenente gli standard interni e surrogati 
utilizzati. L’analisi è stata condotta in modalità SCAN al fine di identificare gli spettri di 
massa caratteristici e gli ioni più abbondanti caratteristici di ogni singolo composto. Tale 
modalità utilizza soltanto la sorgente ionica, il primo filtro di massa quadrupolare ed il 
detector finale, consentendo così l’analisi dell’intero spettro di ioni prodotto dalla prima 
frammentazione di ogni composto. 
Confrontando gli spettri di massa ottenuti con quelli contenuti nel database NIST 2.0 
fornito dalla Agilent Technologies è stato possibile discriminare i picchi cromatografici 
corrispondenti ad ogni singolo composto, anche nel caso degli isoneri come, per esempio, 
il 2,4’-DDD e il 4,4’-DDD. Al fine di avere ulteriori conferme sull’ordine di eluizione sono 
stati analizzati, sempre in modalità SCAN, e confrontati con i precedenti anche gli 
standard di seconda sorgente precedentemente descritti. 
L’ordine di eluizione determinato è risultato coerente con quello riportato in letteratura e 
con le previsioni fatte basate sulla diversa stabilità legata alla distribuzione spaziale dei 
sostituenti. 
Poiché la costruzione delle rette di taratura e l’analisi dei campioni viene eseguita in 
modalità MRM (Multiple Reaction Monitoring) è stato necessario individuare quelle che 
sono le “transizioni caratteristiche” di ogni singolo composto. In modalità MRM, infatti, lo 
spettrometro di massa tandem esegue una prima frammentazione dell’analita al livello 
della sorgente ionica e il primo quadrupolo seleziona gli ioni impostati a seconda del loro 
rapporto m/z (Precursor Ion). A questo punto i frammenti selezionati attraversano il 
secondo quadrupolo, contenuto all’interno della cella di collisione., e, urtando le 
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molecole di azoto ad una caratteristica energia di collisione, producono numerosi ioni 
prodotto. L’ultimo quadrupolo, infine, seleziona gli ioni prodotti dalla seconda 
frammentazione (Product Ion) in base al rapporto m/z impostato. 
Quindi, a differenza della modalità SIM con cui lavora uno spettrometro di massa munito 
di singolo quadrupolo, dove per l’identificazione e la quantificazione di ogni composto 
devono essere impostati i singoli ioni qualificatori e quantificatori, in modalità MRM 
devono essere impostate le transizioni precursore-prodotto caratteristiche di ogni 
composto: qualifier e quantifier transitions. 
Per poter determinare le transizioni caratteristiche di ogni analita è stato necessario 
analizzare nuovamente gli standard in modalità Product Ion. Tale modalità consente di 
selezionare, sulla base delle abbondanze relative registrate analizzando gli standard in 
modalità SCAN, alcuni ioni precursori generati durante la prima frammentazione. Tali ioni, 
subendo la seconda frammentazione all’interno della cella di collisione a diverse energie 
di collisione, generano i corrispondenti ioni prodotto, i quali vengono selezionati al livello 
dell’ultimo quadrupolo, operante in modalità SCAN, al fine di consentire l’analisi di ogni 
singolo spettro di massa generato dalla frammentazione di ogni ione caratteristico ad una 
certa energia di collisione. 
Sulla base delle abbondanze relative è stato quindi possibile assegnare ad ogni singolo 
analita una transizione quantificatrice e due transizioni qualificatrici (eccezion fatta per gli 
standard surrogati ed interni ai quali è stata assegnata una sola transizione qualificatrice). 
In Figura 11, vengono riportati, a titolo di esempio, lo spettro di massa del Fenclorphos 
ottenuto in modalità SCAN e alcuni spettri di massa ottenuti dall’analisi in modalità 
Product Ion, dove si evidenzia la diversa frammentazione dello ione precursore al variare 
dell’energia di collisione. 
In Tabella 11, invece, vengono riportati i tempi di ritenzione, le transizioni caratteristiche 
e le energie di collisione correlate, di ogni analita di interesse, di ogni standard surrogato 
e di ogni standard interno. Inoltre, sulla base dei tempi di ritenzione e delle transizioni 
caratteristiche determinate per ciascun composto, sono state definite le finestre per 
l’acquisizione MRM specificate in tabella come TS (temporal segment). 
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Figura 10: Spettri di massa del Fenclorfos. Il primo, a partire dall’alto, è stato ottenuto mediante un’analisi 
condotta in modalità SCAN mentre, gli ultimi tre, sono stati ottenuti mediante un’analisi condotta in 
modalità Product Ion rispettivamente ad energie di collisione pari a 5, 15 e 20 
56 
 
Analita TS tR (min) Transizioni (m/z) E. di Collisione 
O,O,O - triethyl phosphorothioate 1 7,35 
121.0 -> 65.0 
121.0 -> 93.0 
198.0 -> 114.0 
10 
10 
15 
Pentaclorobenzene 2 13,34 
250.0 -> 215.0 
250.0 -> 179.0 
248.0 -> 142.0 
30 
30 
40 
Thionazin 3 14,67 
143.0 -> 79.0 
175.0 -> 79.0 
107.1 -> 79.0 
10 
10 
15 
Sulfotep 4 15,99 
201.8 -> 145.9 
237.8 -> 145.9 
321.8 -> 201.9 
10 
10 
10 
Phorate 5 16,55 
121.0 -> 65.0 
121.0 -> 47.0 
128.9 -> 65.0 
10 
30 
15 
α−HCH 6 16,85 
180.9 -> 145.0 
218.9 -> 183.0 
216.9 -> 181.0 
15 
5 
5 
Esaclorobenzene 6 17,04 
284.0 -> 214.0 
284.0 -> 249.0 
282.0 -> 247.0 
35 
30 
20 
Atrazina-d5 
std. interno 
7 17,48 
220.1 -> 58.1 
220.1 -> 205.0 
10 
5 
Atrazina 7 17,56 
214.9 -> 58.1 
200.0 -> 122.1 
214.9 -> 200.2 
10 
5 
5 
Propazina 7 17,69 
214.2 -> 172.2 
229.1 -> 58.1 
229.1 -> 214.2 
10 
10 
5 
β−HCH 7 17,70 
180.9 -> 145.0 
216.9 -> 181.0 
218.9 -> 183.0 
15 
5 
5 
γ−HCH (Lindano) 8 18,13 
180.9 -> 145.0 
216.9 -> 181.0 
218.9 -> 183.0 
15 
5 
5 
Disulfoton 9 18,85 
88.0 -> 60.0 
153.0 -> 96.9 
142.0 -> 109.0 
5 
10 
5 
δ−HCH 10 19,12 
180.9 -> 145.0 
216.9 -> 181.0 
218.9 -> 183.0 
15 
5 
5 
Fenchlorphos 
std. surrogato 
11 19,64 
268.9 -> 253.8 
268.9 -> 223.2 
15 
20 
metil-Parathion 12 20,53 
262.9 -> 109.0 
125.0 -> 79.0 
125.0 -> 47.0 
10 
5 
10 
Alaclor 12 20,53 
188.0 -> 130.0 
237.0 -> 160.0 
237.0 -> 146.0 
30 
10 
30 
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Eptacloro 13 21,01 
271.7 -> 236.9 
273.7 -> 238.9 
273.7 -> 236.9 
15 
15 
15 
etil-Parathion-d10 
std. interno 
14 22,18 
301.0 -> 115.0 
139.9 -> 110.0 
10 
5 
etil-Parathion 14 22,34 
138.9 -> 109.0 
138.9 -> 81.0 
290.9 -> 109.0 
5 
15 
10 
Aldrin 14 22,42 
262.9 -> 192.9 
254.9 -> 220.0 
262.9 -> 190.9 
35 
20 
35 
Triadimefon 14 22,46 
208.0 -> 181.1 
128.0 -> 65.0 
208.0 -> 111.0 
5 
20 
20 
Isodrin 15 23,57 
193.0 -> 123.0 
193.0 -> 157.0 
195.0 -> 123.0 
30 
20 
30 
Eptacloro epossido (B) 16 23,86 
352.8 -> 262.9 
354.8 -> 264.9 
262.9 -> 193.0 
15 
15 
35 
2,4’-DDE 17 25,25 
246.0 -> 176.2 
248.0 -> 176.2 
317.8 -> 248.0 
30 
30 
15 
α−Clordano 17 25,25 
372.8 -> 265.8 
374.8 -> 265.8 
374.8 -> 302.8 
20 
20 
10 
α−Endosulfan 18 25,29 
241.0 -> 206.0 
194.9 -> 160.0 
194.9 -> 125.0 
10 
5 
20 
γ−Clordano 18 25,29 
372.8 -> 265.8 
374.8 -> 265.8 
374.8 -> 302.8 
20 
20 
10 
4,4’-DDE 19 25,94 
246.1 -> 176.2 
315.8 -> 246.0 
317.8 -> 246.0 
30 
15 
15 
p - terfenile 
std. surrogato 
20 26,15 
244.2 -> 240.2 
244.2 -> 242.2 
35 
25 
2,4’-DDD 20 26,21 
235.0 -> 165.2 
235.0 -> 200.2 
237.0 -> 165.2 
20 
10 
20 
Dieldrin 20 26,30 
262.9 -> 193.0 
262.9 -> 191.0 
277.0 -> 241.0 
35 
35 
5 
Endrin 21 27,11 
262.8 -> 193.0 
263.0 -> 191.0 
244.8 -> 173.0 
35 
30 
30 
β−Endosulfan 22 27,48 
241.0 -> 206.0 
194.9 -> 159.9 
241.0 -> 136.0 
15 
10 
40 
4,4’-DDD 22 27,51 234.9 -> 165.1 20 
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234.9 -> 199.1 
236.9 -> 165.2 
15 
20 
2,4’-DDT 22 27,64 
234.9 -> 165.1 
234.9 -> 199.1 
236.9 -> 165.2 
20 
15 
20 
Famphur 23 28,24 
218.0 -> 109.0 
124.9 -> 47.0 
218.0 -> 79.0 
15 
15 
30 
4,4’-DDT-d8 
std. interno 
24 28,84 
243.1 -> 173.1 
245.0 -> 173.1 
20 
20 
4,4’-DDT 24 28,93 
235.0 -> 165.1 
235.0 -> 199.1 
237.0 -> 165.2 
20 
15 
20 
Metossicloro 25 30,87 
227.0 -> 141.1 
227.0 -> 169.1 
227.0 -> 212.1 
40 
25 
15 
Tabella 11: Tempi di ritenzione, segmenti temporali, transizioni caratteristiche e energie di collisione 
correlate, di ogni analita di interesse, di ogni standard surrogato e di ogni standard interno 
E’ importante sottolineare che i Dwell Time, ovvero il tempo (in millisecondi) che impiega 
lo spettrometro di massa ad analizzare ogni singolo ione in ogni segmento temporale, è 
stato impostato discriminando gli ioni quantificatori e qualificatori. In particolare il Dwell 
Time più elevato in ogni finestra temporale è stato impostato sugli ioni quantificatori 
mentre, per gli ioni qualificatori, sono stati impostati Dwell Time sempre minori a seconda 
dell’abbondanza relativa dello ione stesso. 
6.4 Costruzione delle rette di taratura 
Una volta identificati tutti gli analiti sono state costruite (in modalità di acquisizione 
MRM) le rette di taratura a sette punti, considerando che il metodo EPA 8270D
[55]
 
richiede che le rette di calibrazione siano costruite utilizzando almeno cinque livelli di 
concentrazione. Ogni livello è stato analizzato in triplicato al fine di includere nella 
calibrazione la ripetibilità di iniezione. Tutti gli standard utilizzati sono stati preparati in 
isottano e le calibrazioni sono state eseguite normalizzando i segnali degli analiti rispetto 
al segnale del corrispondente standard interno, aggiunto ad una concentrazione costante 
di 50 μg/L. 
Le rette di calibrazione sono state costruite con punti in concentrazione per ciascun 
analita compresi tra 2,5 e 100 μg/L. 
E’ importante sottolineare che la scelta del range di calibrazione è stata eseguita 
considerando i requisiti prestazionali del metodo richiesti dal Decreto Legislativo 152
[1]
 e 
della Direttiva 2009/90/CE
[47]
. In particolare, al fine di semplificare le procedure in fase di 
preparazione degli standard di calibrazione, il livello minimo della retta di taratura, pari a 
2,5 μg/L per tutti gli analiti, corrispondente a 0,0025 μg/L nel campione, è stato scelto al 
fine di rispettare i minimi requisiti prestazionali richiesti nel Decreto Legislativo 152
[1]
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(0,003 μg/L per l’Aldrin e il Dieldrin nelle acque sotterranee). Inoltre, il terzo punto della 
retta di calibrazione, corrispondente a 10 μg/L (0,01 μg/L nel campione), è stato scelto 
considerando i requisiti prestazionali richiesti per la maggior parte degli analiti nelle 
matrici considerate. Infine, il limite massimo del range di taratura (100 μg/L, 0,1 μg/L nel 
campione), è stato determinato valutando, mediante i test statistici precedentemente 
riportati, il comportamento delle rette di taratura all’interno di un range compreso tra 2,5 
e 250 μg/L. 
In Tabella 12 vengono riportate le pendenze, le intercette e i coefficienti di linearità 
determinati per gli analiti presi in considerazione. 
Analita Pendenza Intercetta 
Coefficiente di 
correlazione (R
2
) 
O,O,O - triethyl 
phosphorothioate 
12,7110 0,0349 0,9996 
Pentaclorobenzene 12,9489 -0,0727 0,9996 
Thionazin 1,7300 0,0185 0,9994 
Sulfotep 1,2910 0,0164 0,9994 
Phorate 2,7385 -0,0320 0,9997 
α−HCH 16,7679 -0,1560 0,9993 
Esaclorobenzene 15,0802 -0,0550 0,9997 
Atrazina 0,9409 0,0028 0,9996 
Propazina 2,2880 -0,0174 0,9995 
β−HCH 12,1191 -0,2266 0,9986 
γ−HCH (Lindano) 14,3816 -0,2240 0,9991 
Disulfoton 10,0301 -0,1249 0,9991 
δ−HCH 9,2774 -0,1080 0,9992 
metil-Parathion 2,1846 -0,0183 0,9993 
Alaclor 1,0599 -0,0122 0,9984 
Eptacloro 5,7165 -0,2056 0,9976 
etil-Parathion 1,6331 0,0098 0,9994 
Aldrin 4,5932 -0,0161 0,9994 
Triadimefon 1,4550 -0,0307 0,9985 
Isodrin 5,6600 -0,0201 0,9991 
Eptacloro epossido (B) 2,3938 -0,0020 0,9984 
2,4’-DDE 33,0049 -1,1825 0,9967 
α−Clordano 3,6686 -0,0603 0,9976 
α−Endosulfan 2,1180 -0,0213 0,9981 
γ−Clordano 3,2117 -0,0250 0,9990 
4,4’-DDE 22,7851 -0,8060 0,9965 
2,4’-DDD 22,2556 -0,3051 0,9993 
Dieldrin 1,9735 0,0285 0,9986 
Endrin 1,5341 -0,0070 0,9961 
β−Endosulfan 1,2058 0,0162 0,9992 
4,4’-DDD 19,6269 -0,1634 0,9987 
2,4’-DDT 1,3837 -0,0106 0,9995 
Famphur 3,6421 0,0660 0,9991 
4,4’-DDT 1,0830 0,0069 0,9999 
Metossicloro 1,4040 0,0049 0,9997 
Tabella 12: Pendenze, intercette e coefficienti di correlazione (R
2
) determinati 
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La validità delle rette di taratura è stata valutata analizzando, di seguito ai livelli di 
calibrazione, due standard di “seconda sorgente” (ICV) a due livelli di concentrazione 
ciascuno. E’ necessario sottolineare che, secondo quanto richiesto nei metodi EPA e come 
già riportato in precedenza, gli standard di “seconda sorgente” devono essere standard 
simili agli standard di calibrazione ma appartenenti a lotti diversi o, in caso di una loro 
assenza, devono appartenere a standard diversi da quelli di calibrazione. 
La stabilità della retta, inoltre, è stata verificata all’inizio e alla fine di ogni sessione di 
analisi, iniettando uno standard di controllo (CCV) ad una concentrazione intermedia delle 
rette di calibrazione, preparato a partire dagli stessi standard utilizzati per la costruzione 
delle rette. 
In base a quanto riportato nei metodi EPA considerati, e in Procedura di Prova, le rette di 
calibrazione sono state ritenute idonee se per ogni composto: 
- la concentrazione degli ICV risultava essere compresa tra ±30% della concentrazione 
nota per ogni livello; 
- la concentrazione dei CCV risultava essere compresa tra ±20% della concentrazione 
nota del livello considerato. 
A titolo di esempio si riportano in Figura 11 due delle rette di taratura ottenute, 
rispettivamente per il 4,4’-DDT e per il metil-parathion. 
 
 
Figura 11: Rette di calibrazione ottenute rispettivamente per il 4,4’-DDT e per il metil-parathion 
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6.5 Messa a punto delle procedure di estrazione e purificazione 
Per la determinazione di pesticidi in acque sotterranee, superficiali e reflue è stato 
sviluppato un metodo di estrazione liquido-liquido mediante l’utilizzo di un imbuto 
separatore confrontando l’efficienza di tre solventi estraenti basandosi sui tre metodi 
ufficiali (EPA ed IRSA) considerati. Il miglior solvente estraente, valutato sulla base del 
recupero e della precisione ottenuti, è stato testato, per valutarne l’efficienza estrattiva, a 
tre livelli diversi di pH considerando quanto viene riportato nel metodo EPA 8270D
[55]
. 
Tale metodo, infatti, suggerisce di non eseguire l’estrazione in ambiente alcalino per 
evitare la degradazione di alcuni pesticidi. 
Per quanto riguarda invece la determinazione dei pesticidi in matrici più ricche di 
interferenti, come, per esempio, rifiuti liquidi e percolati di discarica, è stato sviluppato un 
metodo di purificazione dell’estratto testando due fasi stazionarie, utilizzando cartucce 
preimpaccate con gel di silice o Florisil® e colonne impaccate manualmente, valutando 
solventi diversi per l’eluizione di tali analiti, al fine di integrare il metodo accreditato. 
6.5.1 Procedure di estrazione 
Per quanto riguarda la fase di estrazione, i tre solventi estraenti - diclorometano, esano 
ed una miscela diclorometano/esano (15/85) - sono stati testati a pH 7. Quindi, 
l’efficienza del miglior solvente estraente, è stata valutata a pH 7, 4 e 2. 
Tutte le prove sono state eseguite in triplicato ad un livello di concentrazione intermedio 
rispetto al range di calibrazione considerato (10μg/L) aggiungendo la quantità necessaria 
di standard a campioni reali. 
In generale la procedura di prova ha previsto l’estrazione di 1 L di campione, in cui 
vengono disciolti circa 2 g di NaCl, con 3 aliquote di solvente estraente da 60 mL ciascuna. 
La fase organica è stata fatta passare su filtri in fibra di vetro riempiti con solfato di sodio 
anidro al fine di rimuovere le tracce d’acqua eventualmente presenti ed è stata raccolta in 
palloni da 250 mL con collo smerigliato. Il solfato di sodio è stato lavato con circa 5 mL di 
solvente estraente e raccolto assieme all’estratto. Il tutto è stato ridotto di volume al 
rotavapor, scambiato di solvente in isottano e portato ad un volume finale di 1 mL 
evaporando il solvente sotto flusso d’azoto. All’estratto viene aggiunto il volume 
necessario di standard interno e analizzato via GC/MS. 
Per quanto riguarda le prove di purificazione, l’estratto ottenuto è stato ridotto di volume 
al rotavapor e scambiato di solvente in esano fino ad ottenere un volume di circa 1 o 2 mL 
(a seconda della procedura di purificazione utilizzata). 
La correzione del pH, al fine di ottenere i livelli utilizzati per eseguire le prove, è stata 
effettuata valutando il volume di acido solforico 0,5 M necessario a portare 200 mL di 
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campione al pH desiderato. Tale volume è stato quindi riproporzionato al litro di 
campione utilizzato. 
E’ necessario sottolineare che per ogni prova effettuata è stata eseguita una prova in 
bianco. 
6.5.2 Procedure di purificazione 
Purificazione su cartucce di gel di silice 
Cartucce preimpaccate da 1 g di silice sono state condizionate con 4 mL di esano. Una 
volta impregnata la fase adsorbente è stato chiuso il rubinetto delle cartucce e il solvente 
di condizionamento è stato lasciato agire per 5 min. 
Sono stati quindi seminati in testa alle cartucce 2 mL di estratto in esano. Il seminato è 
stato lasciato parzialmente scorrere e poi, chiudendo il rubinetto delle cartucce, è stato 
lasciato interagire con la silice per 2 min alla fine dei quali è stato scartato. Per il lavaggio 
delle cartucce sono stati utilizzati 0,5 mL di esano impiegati anche per lavare le pareti del 
vial contenente i 2 mL di seminato. In seguito è stato posto un pallone da 100 mL come 
recipiente di raccolta sotto il rubinetto. L’eluizione è stata condotta nell’ordine con 5 mL 
di esano e 5 mL di etere dietilico:esano 1:1 in volume. 
L’eluato è stato ridotto di volume al rotavapor, recuperato in isottano e portato ad un 
volume finale di 1 mL evaporando il solvente sotto flusso d’azoto. 
All’estratto purificato è stato aggiunto il volume di standard interno necessario e 
analizzato via GC/MS. 
Purificazione su colonne impaccate con gel di silice 
Delle colonne di vetro da 1 cm di diametro sono state impaccate con 2 g di gel di silice, 
riempiendo così la colonna per circa un terzo della sua altezza. 
La fase stazionaria è stata condizionata con 30 mL di esano e, evitando di portare a secco 
il gel di silice, una volta impregnata la fase adsorbente, è stato chiuso il rubinetto della 
colonna e il solvente di condizionamento è stato lasciato agire per almeno 5 min. 
Sono quindi stati seminati in testa alla colonna 2 mL di estratto in esano. Il seminato è 
stato lasciato scorrere e poi, chiudendo il rubinetto della colonna, è stato lasciato a 
contatto con il gel di silice per 2 min. Per il lavaggio dei palloni contenenti l’estratto sono 
stati utilizzati circa 2 mL di esano, anch’essi aggiunti in testa alla colonna dopo la semina 
del campione. Quindi un pallone da 250 mL è stato posto sotto il rubinetto come 
recipiente di raccolta. L’eluizione è stata condotta nell’ordine con 130 mL di esano e, di 
seguito, 15 mL di diclorometano. L’eluato è stato tutto recuperato in un pallone da 250 
mL, ridotto di volume al rotavapor, recuperato in isottano e portato ad un volume finale 
di 1 mL evaporando il solvente sotto flusso d’azoto. 
All’estratto purificato è stato aggiunto il volume di standard interno necessario e 
analizzato via GC/MS. 
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Purificazione su cartucce di Florisil® 
Cartucce preimpaccate con 1 g di Florisil® sono state condizionate con 4ml di esano 
lasciato agire per almeno 5 min. 
E’ stato quindi seminato in testa alla cartuccia 1 mL di estratto e lasciato interagire con la 
fase adsorbente per circa 2 min. Le cartucce sono state quindi lavate con 0,5ml di esano, 
utilizzato anche per lavare il vial contenente l’estratto. 
L’eluizione è stata condotta utilizzando 9 mL di una miscela di acetone/esano 1:9 in 
volume. 
L’eluato, raccolto in palloni da 100ml con collo smerigliato, è stato ridotto di volume al 
rotavapor, scambiato di solvente in isottano e portato ad un volume finale di 1 mL. 
All’estratto purificato è stato aggiunto il volume di standard interno necessario e 
analizzato via GC/MS. 
Purificazione su colonne impaccate con Florisil® 
Delle colonne di vetro da 1 cm di diametro sono state impaccate con 2 g di Florisil®. 
La fase stazionaria è stata condizionata con 30 mL di esano e, evitando di portare a secco 
la parte superiore della fase stazionaria, è stato chiuso il rubinetto della colonna e il 
solvente di condizionamento è stato lasciato agire per almeno 5 min. 
Quindi è stato seminato in testa alla colonna 1 mL di estratto in esano. Il seminato è stato 
lasciato scorrere e poi, chiudendo il rubinetto della colonna, è stato lasciato a contatto 
con il Florisil® per 2 min. Per il lavaggio dei palloni contenenti l’estratto sono stati utilizzati 
circa 2 mL di esano, anch’essi aggiunti in testa alla colonna dopo la semina del campione. 
Un pallone da 250 mL è stato posto sotto il rubinetto come recipiente di raccolta. 
L’eluizione è stata condotta nell’ordine con 30 mL di esano, 30 mL di una miscela di etere 
dietilico/esano 1:1 in volume e 30 mL di etere dietilico. L’eluato è stato tutto recuperato 
in un pallone da 250 mL, ridotto di volume al rotavapor, recuperato in isottano e portato 
ad un volume finale di 1 mL evaporando il solvente sotto flusso d’azoto. 
All’estratto purificato è stato aggiunto il volume di standard interno necessario e 
analizzato via GC/MS. 
La scelta delle migliori procedure analitiche fra quelle testate si è basata sulla valutazione 
dei recuperi ottenuti su campioni reali ai quali sono state aggiunte aliquote note di 
standard di pesticidi. 
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6.6 Prove per la validazione e l’accreditamento della procedura analitica 
Una volta determinate le migliori procedure analitiche, sono stati valutati i limiti di 
rivelabilità e quantificazione definiti rispettivamente come la concentrazione di analita x 
nel bianco più tre o dieci volte la deviazione standard sulla concentrazione dello stesso 
ottenuta dall’analisi di dieci bianchi distinti. Tuttavia, come sarà spiegato più 
dettagliatamente nel prossimo capitolo, dato l’utilizzo di finestre selettive in modalità 
MRM durante l’acquisizione, che hanno evidenziato l’assenza dei segnali relativi agli 
analiti nei bianchi, una più fedele definizione dei limiti è stata data analizzando standard a 
concentrazioni crescenti fino ad identificare la prima concentrazione che comportasse un 
segnale discriminabile da quello del bianco. Per la determinazione del limite di rivelabilità 
e quantificazione, quindi, sono stati analizzati dieci bianchi fortificati con un volume di 
standard tale da ottenere una concentrazione pari a quella precedentemente 
determinata, quindi sono stati calcolati i limiti come la concentrazione media determinata 
più tre e dieci volte la deviazione standard ricavata da tali misure. 
Un ulteriore controllo di qualità della procedura messa a punto per la determinazione dei 
pesticidi in matrici acquose è stato la partecipazione ad un Proficiency Test della Qualiti 
Consult su due campioni di acqua potabile utilizzati per valutare due livelli di 
concentrazione. 
Infine, per una valutazione del recupero e della ripetibilità stretta della procedura 
analitica, finalizzata anche al calcolo dell’incertezza del metodo sotto accreditamento, 
sono state eseguite dieci analisi di campioni reali, fortificati con l’aggiunta di un volume 
prefissato di standard, a tre livelli del range di calibrazione - 2,5, 10 e 70 μg/L -, per un 
totale di 30 prove. 
I risultati ottenuti sono stati quindi valutati utilizzando i test statistici riportati in 
precedenza ed utilizzati per i calcoli dei parametri ricercati. 
  
65 
 
CAPITOLO 7: Risultati e conclusioni 
Una prima valutazione dei risultati ottenuti è consistita nel confronto dell’efficienza delle 
metodiche testate in termini di recupero percentuale. E’ stato quindi possibile 
determinare la procedura ottimale e sottoporla a validazione, ai fini dell’accreditamento, 
valutandone le principali figure di merito. 
7.1 Identificazione delle procedure ottimali 
7.1.1 Procedura di estrazione 
Per quanto riguarda la fase di estrazione, sono stati confrontati i recuperi percentuali 
ottenuti dall’analisi di campioni reali fortificati, portati ad un pH compreso tra 6,5 e 7,5, 
con i diversi solventi estraenti testati. In particolare ai campioni è stato aggiunto un 
volume tale di standard al fine di ottenere una concentrazione per ogni analita nel 
campione di 0,01 μg/L (requisito prestazionale richiesto dal Decreto Legislativo 152
[1]
 per 
la maggior parte degli analiti indagati). 
Ciascuna procedura è stata replicata tre volte su tre diverse aliquote di campione in modo 
da includere tutte le possibili fonti di incertezza delle procedure. In Tabella 13 vengono 
riportati i recuperi medi percentuali ottenuti per tutti gli analiti presi in considerazione e 
le corrispondenti deviazioni standard relative (Relative Standard Deviations RSD%) nei tre 
casi considerati. 
Nomi Comuni 
Rec% 
DCM 
RSD% 
DCM 
Rec% 
DCM/Hex 
RSD% 
DCM/Hex 
Rec% 
Hex 
RSD% 
Hex 
Alaclor 96 4 85 4 83 4 
Aldrin 89 4 76 3 75 3 
Atrazina 82 4 74 4 74 4 
Dieldrin 92 4 77 4 73 4 
Endrin 111 4 90 3 86 4 
Eptacloro 86 3 72 4 72 3 
Eptacloro 
Epossido (B) 
80 3 70 3 65 2 
Esaclorobenzene 98 3 92 4 91 3 
Isodrin 83 2 69 2 65 3 
Metossicloro 84 2 72 2 68 2 
Pentaclorobenzene 97 1 85 2 87 1 
Propazina 85 4 76 4 75 4 
Triadimefon 101 5 85 6 81 5 
α-HCH 89 2 76 2 74 2 
β-HCH 87 4 74 4 73 5 
δ-HCH 85 3 73 2 70 3 
γ-HCH (Lindano) 86 3 75 3 73 3 
α-Clordano 85 2 72 2 70 2 
γ-Clordano 82 4 70 3 68 3 
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α-Endosulfan 92 3 78 5 75 3 
β-Endosulfan 98 4 76 3 73 4 
2,4’-DDD 84 2 81 2 81 1 
2,4’-DDE 100 2 96 2 95 2 
2,4’-DDT 86 2 83 1 81 2 
4,4’-DDD 81 2 67 2 66 2 
4,4’-DDE 110 3 94 3 91 2 
4,4’-DDT 86 2 78 3 73 2 
Disulfoton 91 2 86 2 85 2 
Famphur 107 2 95 2 93 2 
Etil-parathion 84 4 78 4 76 3 
Metil-parathion 97 3 88 3 83 2 
Phorate 93 2 84 2 79 1 
Sulfotep 89 3 84 3 82 3 
Thionazin 95 3 86 3 83 2 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
94 4 84 4 82 3 
Tabella 13: Recuperi e deviazioni standard relative ottenuti dalle prove eseguite con diversi solventi di 
estrazione (DCM = diclorometano; Hex = esano) 
Nella Tabella 13 si osserva che, a differenza delle deviazioni standard relative (RSD%), che 
risultano essere dello stesso ordine di grandezza in ognuno dei tre casi sperimentati 
(compresi tra lo 1 e l’6%), i recuperi percentuali variano notevolmente tra le diverse 
metodiche. In particolare si osserva che, passando da esano a diclorometano i recuperi 
percentuali aumentano, a seconda dell’analita considerato, da un minimo del 3% - 2,4’-
DDD - fino ad un massimo di 25 punti percentuali - β-Endosulfan -. 
In particolare non sono state evidenziate differenze degne ti nota tra le diverse classi di 
composti, osservando che i recuperi percentuali e le deviazioni standard relative dei 
pesticidi organofosforati risultano essere simili a quelli determinati per i pesticidi 
organoclorurati. Inoltre, considerando che tali prove sono state eseguite utilizzando come 
matrice dei campioni di acque reflue industriali ad un pH iniziale compreso tra 8,36 e 
9,25, acidificati con acido solforico 0,5 M al fine di ottenere dei pH compresi tra 6,5 e 7,5, 
si può osservare che, già a questi livelli di pH, si riesce ad ottenere buoni recuperi per quei 
pesticidi che possono subire fenomeni di decomposizione se sottoposti ad estrazione in 
ambiente alcalino (secondo quanto riportato nel metodo EPA 8270D
[55]
: α-HCH, γ-HCH, α-
Endosulfan, β-Endosulfan ed Endrin). 
Considerando quindi che il miglior solvente per l’estrazione di tali analiti dalle matrici 
acquose risulta essere il diclorometano, si è proceduto a verificare l’efficienza estrattiva di 
tale solvente ad altri due livelli di pH, sempre considerando quanto riportato nei metodi 
EPA a proposito della decomposizione di alcuni di tali analiti in ambiente alcalino. Il 
diclorometano, quindi, è stato testato a pH 2 (1,5 - 2,5) e a pH 4 (3,5 - 4,5), ottenuti 
sempre acidificando con acido solforico a partire da campioni di acque reflue industriali 
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ad un pH iniziale compreso tra 8,15 e 9,04. Anche in questo caso ai campioni è stato 
aggiunto un volume tale di standard al fine di ottenere una concentrazione per ogni 
analita nel campione di 0,01 μg/L e, ciascuna procedura, è stata replicata tre volte su tre 
diverse aliquote di campione. In Tabella 14 vengono riportati i recuperi medi percentuali 
ottenuti per tutti gli analiti presi in considerazione e le corrispondenti deviazioni standard 
relative nei tre casi considerati. 
Nomi Comuni 
Rec% 
DCM 
pH 7 
RSD% 
DCM 
pH 7 
Rec% 
DCM 
pH 4 
RSD% 
DCM, 
pH 4 
Rec% 
DCM 
pH 2 
RSD% 
DCM 
pH 2 
Alaclor 96 4 94 5 94 5 
Aldrin 89 4 86 4 82 4 
Atrazina 82 4 81 5 82 5 
Dieldrin 92 4 90 4 87 4 
Endrin 111 4 110 4 103 5 
Eptacloro 86 3 79 4 80 4 
Eptacloro 
Epossido (B) 
80 3 79 3 80 3 
Esaclorobenzene 98 3 97 3 96 3 
Isodrin 83 2 83 3 82 3 
Metossicloro 84 2 84 2 83 2 
Pentaclorobenzene 97 1 96 1 98 2 
Propazina 85 4 84 4 82 4 
Triadimefon 101 5 96 5 96 5 
α-HCH 89 2 89 3 89 2 
β-HCH 87 4 87 4 87 4 
δ-HCH 85 3 86 4 89 4 
γ-HCH (Lindano) 86 3 85 4 85 4 
α-Clordano 85 2 81 3 79 4 
γ-Clordano 82 4 76 4 76 4 
α-Endosulfan 92 3 92 3 90 3 
β-Endosulfan 98 4 98 4 96 4 
2,4’-DDD 84 2 83 3 83 3 
2,4’-DDE 100 2 96 2 95 3 
2,4’-DDT 86 2 85 3 84 3 
4,4’-DDD 81 2 79 3 78 3 
4,4’-DDE 110 3 102 4 99 4 
4,4’-DDT 86 2 86 2 86 3 
Disulfoton 91 2 89 3 85 4 
Famphur 107 2 102 3 97 4 
Etil-parathion 84 4 81 4 78 4 
Metil-parathion 97 3 93 3 92 3 
Phorate 93 2 92 2 89 3 
Sulfotep 89 3 85 4 82 5 
Thionazin 95 3 90 3 89 3 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
94 4 91 4 86 5 
Tabella 14: Recuperi e deviazioni standard relative ottenuti dalle prove eseguite a tre diversi livelli di pH 
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Dalla Tabella si osserva che, in media, i recuperi non variano notevolmente tra le diverse 
metodiche. 
In particolare si evidenzia, per la maggior parte degli analiti considerati, una diminuzione 
del recupero percentuali al diminuire del pH anche se, in alcuni casi, tale variazione può 
essere considerata trascurabile. Anche considerando i pesticidi evidenziati nel metodo 
EPA 8270D
[55]
 come suscettibili alla decomposizione alcalina, non si osservano variazioni 
apprezzabili dei recuperi percentuali, i quali restano, come nel caso degli 
esaclorocicloesani, pressoché costanti. 
E’ necessario però sottolineare che, per alcuni analiti, tali variazioni risultano essere più 
consistenti. In particolare, per quanto riguarda i pesticidi fosforati, si osserva una 
diminuzione media del recupero, passando da pH 7 a pH 2, del 7%. 
Una ultima considerazione può essere fatta sulle deviazioni standard relative riscontrate. 
In particolare si osserva che, al diminuire del pH a cui viene eseguita l’estrazione, l’RSD% 
resta pressoché costante. Soltanto in alcuni casi si osserva un leggero aumento di tale 
parametro, che non supera mai l’1%, come per il Lindano che passa da una RSD% pH7 = 3% 
a una RSD% pH2 = 4%. Tale andamento sottolinea una trascurabile perdita di ripetibilità 
della procedura analitica per piccole variazioni di pH, consentendo di considerarla come 
una fonte di incertezza trascurabile. 
Complessivamente quindi la procedura ottimale sviluppata per la determinazione di 
pesticidi clorurati e fosforati in acque sotterranee, superficiali e reflue prevede una fase di 
estrazione con diclorometano condotta a pH neutro (6,5 - 7,5). 
7.1.2 Procedura di purificazione 
Per quanto riguarda la fase di purificazione, per prima cosa sono stati confrontati i 
recuperi percentuali ottenuti dall’analisi di standard disciolti in esano ad una 
concentrazione di 10 μg/L, al fine di considerare il contributo al recupero della sola fase di 
purificazione. 
Il secondo passo è stato quello di eseguire una prova in triplicato, utilizzando la procedura 
di estrazione sviluppata in precedenza, utilizzando tre diverse aliquote di campione in 
modo da includere tutte le possibili fonti di incertezza delle procedure. 
Ciascuna prova è stata eseguita in doppio al fine di valutare il recupero medio delle due 
prove.  
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Nomi Comuni 
Rec% 
Cartuccia 
Florisil 
Rec% 
Cartuccia 
gel di silice 
Rec% 
Colonna 
Florisil 
Rec% 
Colonna gel 
di silice 
Alaclor 99 93 76 95 
Aldrin 91 98 88 100 
Atrazina 103 99 97 99 
Dieldrin 98 102 84 99 
Endrin 97 109 95 102 
Eptacloro 97 98 97 99 
Eptacloro 
Epossido (B) 
84 96 88 90 
Esaclorobenzene 78 87 71 87 
Isodrin 92 103 83 93 
Metossicloro 101 99 97 95 
Pentaclorobenzene 76 89 72 83 
Propazina 96 100 93 91 
Triadimefon 97 96 101 100 
α-HCH 89 100 91 99 
β-HCH 88 95 88 97 
δ-HCH 85 96 85 97 
γ-HCH (Lindano) 88 95 91 98 
α-Clordano 88 105 89 99 
γ-Clordano 86 107 86 99 
α-Endosulfan 86 101 87 98 
β-Endosulfan 88 100 86 100 
2,4’-DDD 93 98 95 101 
2,4’-DDE 95 99 94 102 
2,4’-DDT 94 101 95 99 
4,4’-DDD 99 98 99 95 
4,4’-DDE 96 99 96 99 
4,4’-DDT 98 99 97 101 
Disulfoton 99 98 99 95 
Famphur 82 89 80 89 
Etil-parathion 90 94 87 94 
Metil-parathion 92 91 91 96 
Phorate 94 95 87 83 
Sulfotep 86 88 90 94 
Thionazin 92 96 93 95 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
90 98 91 93 
Tabella 15: Recuperi ottenuti dalle prove eseguite per l’identificazione della migliore tecnica di purificazione 
Dalla Tabella 15 si osserva che i recuperi percentuali variano notevolmente tra le diverse 
metodiche. In particolare si evidenzia che, in generale, i recuperi migliori sono stati 
ottenuti utilizzando il gel di silice come fase stazionaria per la purificazione e che, 
confrontando i recuperi medi ottenuti, le due tecniche di purificazione - con cartucce 
preimpaccate o con colonne impaccate manualmente - risultano essere paragonabili 
considerando la stessa fase stazionaria. 
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In particolare i recuperi minori, considerando tutte le tecniche testate, sono stati ottenuti 
per l’esaclorobenzene e per il pentaclorobenzene dove, considerando la procedura 
eseguita utilizzando le cartucce preimpaccate con il gel di silice - valutata come migliore 
tecnica di purificazione -, sono stati ottenuti dei recuperi rispettivamente dell’87 e 
dell’89%. 
E’ importante sottolineare che l’utilizzo delle cartucce preimpaccate consente sia di 
ottenere buone prestazioni in termini di recupero, sia di ridurre i tempi di analisi e, 
conseguentemente, i costi connessi. 
Al fine di valutare le prestazioni dell’intera procedura analitica, sono stati calcolati i 
recuperi percentuali medi ottenuti dall’analisi di tre campioni reali fortificati, estratti con 
il metodo precedentemente riportato, e sottoposti alla fase di purificazione mediante 
l’utilizzo delle cartucce preimpaccate con gel di silice. Come in precedenza, ai campioni è 
stato aggiunto un volume tale di standard al fine di ottenere una concentrazione per ogni 
analita nel campione di 0,01 μg/L. 
In Tabella 16 vengono riportati i recuperi medi percentuali ottenuti per tutti gli analiti 
presi in considerazione e le corrispondenti deviazioni standard relative (Relative Standard 
Deviations RSD%). 
Nomi Comuni 
Rec% 
DCM, pH 7 + 
Cartucce gel di silice 
RSD% 
DCM, pH 7 + 
Cartucce gel di silice 
Alaclor 101 3 
Aldrin 83 11 
Atrazina 73 6 
Dieldrin 88 9 
Endrin 106 5 
Eptacloro 77 2 
Eptacloro 
Epossido (B) 
74 10 
Esaclorobenzene 89 12 
Isodrin 81 9 
Metossicloro 94 5 
Pentaclorobenzene 88 12 
Propazina 86 2 
Triadimefon 95 11 
α-HCH 80 9 
β-HCH 78 10 
δ-HCH 80 10 
γ-HCH (Lindano) 76 9 
α-Clordano 86 10 
γ-Clordano 83 12 
α-Endosulfan 84 10 
β-Endosulfan 88 9 
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2,4’-DDD 79 6 
2,4’-DDE 94 12 
2,4’-DDT 85 11 
4,4’-DDD 76 5 
4,4’-DDE 92 13 
4,4’-DDT 90 11 
Disulfoton 85 6 
Famphur 79 9 
Etil-parathion 80 6 
Metil-parathion 78 2 
Phorate 96 8 
Sulfotep 74 4 
Thionazin 78 5 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
75 5 
Tabella 16: Recuperi medi percentuali e deviazioni standard relative ottenuti dall’analisi in triplicato di 
campioni reali fortificati 
Nella Tabella 16 si osserva che i recuperi percentuali medi ottenuti dall’analisi dei tre 
replicati, risultano essere compresi tra il 74% del Sulfotep ed il 106% dell’Endrin, 
trovandosi quindi tutti all’interno del range di accettabilità del recupero per le analisi in 
tracce (70 - 130%) riportato nei metodi EPA 8000C
[64]
. Si osserva inoltre un incremento 
della deviazione standard relativa, in alcuni casi anche superiore a 10 punti percentuali, 
rispetto hai valori ottenuti dalle prove eseguite con il metodo sviluppato per le acque 
naturali e reflue, comprendente la sola fase di estrazione. E’ da sottolineare però che, 
anche in questo caso, tutti i valori risultano essere inferiori al 20%, valore massimo 
accettato della deviazione standard relativa nei metodi EPA. 
Complessivamente quindi la procedura ottimale sviluppata per la determinazione di 
pesticidi clorurati e fosforati in acque ricche di interferenti, prevede una fase di estrazione 
con diclorometano condotta a pH neutro (6,5 - 7,5) ed una successiva purificazione 
dell’estratto eseguita utilizzando cartucce preimpaccate con gel di silice. 
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7.2 Validazione della procedura di prova 
Identificata la procedura ottimala per la determinazione di pesticidi nelle acque naturali e 
reflue, si è proceduto alla definizione delle principali figure di merito, tra cui l’accuratezza, 
costituita da esattezza e precisione, e i limiti di rivelabilità e quantificazione. 
A tale fine sono stati analizzati un totale di trenta campioni, dieci per ognuno dei tre livelli 
indagati delle rette di calibrazione, fortificati con volumi adeguati di standard e, per la 
determinazione dei limiti di rivelabilità e quantificazione, sono stati analizzati dieci bianchi 
di metodo. Considerando che, quando le prove di validazione vengono eseguite su due 
livelli in concentrazione, generalmente si scelgono i due punti della retta di calibrazione 
posti rispettivamente al 20% e all’80% del range di calibrazione, in questo caso, i tre livelli 
di concentrazione, sono stati scelti considerando: 
- il livello posto in corrispondenza del limite di quantificazione (primo punto della retta, 
0,0025 μg/L); 
- il livello posto a circa il 20% della curva di calibrazione, 0,01 μg/L (corrispondente al 
terzo punto della retta). In questo caso è stato scelto tale punto rispetto a quello 
posto a 0,02 μg/L considerando i requisiti prestazionali richiesti per la maggior parte 
degli analiti nelle matrici considerate; 
- il livello posto a circa l’80% della curva di calibrazione, 0,07 μg/L (corrispondente al 
sesto punto della retta). 
E’ importante sottolineare che tutte le analisi eseguite per effettuare queste stime sono 
state realizzate in condizioni di ripetibilità stretta (analisi condotte dallo stesso operatore 
in tempi brevi, con lo stesso strumento e con rette di taratura recenti) 
Inoltre, i valori di recupero e deviazione standard ottenuti per la determinazione 
dell’esattezza e della precisione del metodo, sono stati utilizzati per il calcolo dei 
contributi di tipo A e di tipo B per la stima dell’incertezza estesa di misura. 
Un’ultima verifica della qualità del metodo messo a punto per le acque naturali e reflue è 
stata eseguita partecipando ad un circuito interlaboratorio (Proficiency Test) proposto 
dalla Quality Consult per la determinazione di alcuni pesticidi clorurati in acqua potabile. 
7.2.1 Analisi statistica dei risultati 
Prima di definire le figure di merito e le incertezze determinate in questo studio, è 
necessario sottolineare che tutti i risultati ottenuti per ogni analita, ad ogni singolo livello 
indagato, sono stati sottoposti ad analisi statistica, descritta in precedenza, al fine di 
verificare la distribuzione normale dei dati, l’assenza di dati anomali e la comparabilità tra 
gli scarti tipo ottenuti e quelli riportati nei metodi utilizzati (o calcolati mediante 
l’equazione di Horwitz). 
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Per quanto riguarda la verifica della distribuzione normale dei risultati ottenuti, nessuna 
serie di dati ha fornito risultati negativi all’analisi statistica condotta secondo il Test di 
Shapiro-Wilk. 
Invece, per quanto riguarda la verifica della presenza di dati anomali secondo il Test di 
Dixon, in alcuni casi sono stati riscontrati dei risultati identificabili come outlier. E’ 
importante però sottolineare che, considerando tutte le serie da 10 risultati ottenute, è 
stato riscontrato al massimo un solo dato anomalo per serie. Considerando che per il 
calcolo delle principali figure di merito e dell’incertezza di misura è necessario eseguire un 
minimo di 7 misure per ogni livello considerato, tutte le serie di risultati sono state 
considerate accettabili eliminando i dati anomali ottenuti. 
Infine gli scarti tipo ricavati da tutte le serie di risultati ottenute, sono stati confrontati 
con gli scarti tipo calcolati mediante l’utilizzo dell’equazione di Horwitz: 
S% = 0,66 ∙ 0,02 ∙ U8,WXLO 
Nella seguente Tabella, a titolo di esempio, si riportano gli scarti tipo ricavati dalle analisi 
dei replicati al livello intermedio dei tre livelli considerati (0,01 μg/L) e gli scarti tipo di 
ripetibilità calcolati mediante l’equazione di Horwitz. 
Nomi Comuni 
Scarti tipo ricavati 
(sr) 
Scarti tipo calcolati 
(σr) 
Alaclor 0,4 2,3 
Aldrin 0,3 1,5 
Atrazina 0,3 1,8 
Dieldrin 0,2 1,9 
Endrin 0,6 2,7 
Eptacloro 0,3 2,0 
Eptacloro 
Epossido (B) 
0,2 1,7 
Esaclorobenzene 0,3 2,1 
Isodrin 0,2 1,6 
Metossicloro 0,1 1,6 
Pentaclorobenzene 0,4 1,4 
Propazina 0,3 1,8 
Triadimefon 0,5 2,4 
α-HCH 0,1 2,0 
β-HCH 0,2 2,1 
δ-HCH 0,2 2,0 
γ-HCH (Lindano) 0,2 2,0 
α-Clordano 0,2 1,9 
γ-Clordano 0,3 1,7 
α-Endosulfan 0,2 1,7 
β-Endosulfan 0,3 1,6 
2,4’-DDD 0,2 1,9 
2,4’-DDE 0,2 1,9 
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2,4’-DDT 0,2 1,9 
4,4’-DDD 0,2 1,9 
4,4’-DDE 0,2 2,0 
4,4’-DDT 0,2 1,7 
Disulfoton 0,2 1,9 
Famphur 0,2 2,1 
Etil-parathion 0,3 2,0 
Metil-parathion 0,3 2,1 
Phorate 0,1 1,5 
Sulfotep 0,2 1,6 
Thionazin 0,2 1,4 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
0,2 1,6 
Tabella 17: Scarti tipo ricavati dalle analisi dei replicati al livello intermedio dei tre livelli considerati (0,01 
μg/L) e scarti tipo di ripetibilità calcolati mediante l’equazione di Horwitz 
Considerando che: 
1 − 1,96^2( − 1) 	≤ 	 Z%S% 	≤ 	1 + 1,96^2( − 1) 
è la stima dei limiti dell’intervallo di accettabilità del rapporto tra Z% S%⁄  in funzione degli  − 1 gradi di libertà, considerando a titolo di esempio il 4,4’-DDT, per il quale n = 10, si 
ricavano i seguenti limiti di accettabilità: 
0,5	 ≤ 	 Z%S% 	≤ 	1,5 
Considerando che, sempre nel caso specifico del 4,4’-DDT, il rapporto Z% S%⁄  è pari a 0,1, 
inferiore al limite minimo previsto. E’ necessario sottolineare che tale risultato è stato 
ottenuto per tutti gli analiti a tutti i livelli di concentrazione indagati, principalmente a 
causa dell’elevata specificità del metodo d’analisi strumentale. 
I test statistici appena considerati, esclusa la verifica della comparabilità degli scarti tipo, 
sono stati applicati anche ai risultati ottenuti dall’analisi dei bianchi fornendo risultati 
positivi ed esenti da outlier. 
Una volta effettuata l’analisi statistica dei risultati, sono state definite e stimate le 
principali figure di merito. 
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7.2.2 Definizione delle figure di merito 
Le definizioni delle figure di merito riportate di seguito sono state tratte dal Compendium 
of Chemical Terminology Gold Book della IUPAC
[65]
 e dall’International Vocabulary of 
Metrology (VIM)
[66]
. 
Accuratezza 
Come specificato in precedenza, l’accuratezza viene definita sulla base di due importanti 
parametri: l’esattezza e la precisione. 
Esattezza 
L’esattezza di una serie di misure è definita come la vicinanza fra la media di un insieme di 
replicati e il “valore vero” del misurando. Le linee guida della ISO 5725
[65]
 suggeriscono di 
quantificare l’accuratezza di una procedura in termini di recuperi percentuali ottenuti su 
materiali di riferimento certificati o su campioni fortificati con standard. Nella successiva 
Tabella si riportano i recuperi medi ottenuti e le deviazioni standard relative calcolati 
considerando, per ogni analita, i recuperi ottenuti nei tre livelli indagati. 
Nomi Comuni Rec% medio RSD% dei recuperi 
Alaclor 94 13 
Aldrin 86 7 
Atrazina 84 1 
Dieldrin 86 5 
Endrin 104 14 
Eptacloro 80 12 
Eptacloro 
Epossido (B) 
81 3 
Esaclorobenzene 92 6 
Isodrin 76 5 
Metossicloro 79 14 
Pentaclorobenzene 93 6 
Propazina 80 7 
Triadimefon 96 10 
α-HCH 83 9 
β-HCH 80 9 
δ-HCH 82 8 
γ-HCH (Lindano) 84 10 
α-Clordano 78 7 
γ-Clordano 78 7 
α-Endosulfan 80 3 
β-Endosulfan 77 10 
2,4’-DDD 85 5 
2,4’-DDE 81 8 
2,4’-DDT 85 5 
4,4’-DDD 83 13 
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4,4’-DDE 88 6 
4,4’-DDT 77 7 
Disulfoton 84 6 
Famphur 95 3 
Etil-parathion 84 9 
Metil-parathion 91 9 
Phorate 89 2 
Sulfotep 78 6 
Thionazin 89 4 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
88 5 
Tabella 18: Recuperi medi e deviazioni standard relative calcolati considerando i recuperi ottenuti nei tre 
livelli indagati 
E’ importante ricordare che i recuperi riportati in tabella sono stati determinati 
calcolando la media dei recuperi delle 10 repliche di ognuno dei tre livelli considerati e, di 
nuovo, calcolando la media dei tre valori ottenuti.  
Quindi si può affermare che la procedura analitica considerata fornice buoni risultati in 
termini di esattezza, in conformità a quanto riportato nelle linee guida (metodi EPA per le 
analisi in tracce: recuperi compresi tra il 70 e il 130%). 
Precisione 
La precisione è definita come la dispersione di una serie di risultati ottenuti da più 
replicati di misura e può essere espressa come coefficiente di variazione relativo. 
In Tabella 19 si riportano le deviazioni standard relative ottenute per ogni analita 
dall’analisi dei 10 replicati ad ogni livello preso in considerazione. 
Nomi Comuni 
RSD% liv 1 
(0,0025 μg/L) 
RSD% liv 3 
(0,01 μg/L) 
RSD% liv 6 
(0,07 μg/L) 
Alaclor 7 3 3 
Aldrin 5 4 6 
Atrazina 8 3 3 
Dieldrin 7 3 4 
Endrin 6 4 2 
Eptacloro 3 4 5 
Eptacloro 
Epossido (B) 
5 3 6 
Esaclorobenzene 7 3 7 
Isodrin 6 2 6 
Metossicloro 8 2 4 
Pentaclorobenzene 7 1 6 
Propazina 5 4 2 
Triadimefon 12 5 5 
α-HCH 3 2 9 
β-HCH 3 4 8 
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δ-HCH 2 3 8 
γ-HCH (Lindano) 2 3 9 
α-Clordano 5 2 6 
γ-Clordano 5 4 6 
α-Endosulfan 3 3 5 
β-Endosulfan 11 4 4 
2,4’-DDD 5 2 4 
2,4’-DDE 5 2 4 
2,4’-DDT 3 1 5 
4,4’-DDD 8 2 3 
4,4’-DDE 8 3 4 
4,4’-DDT 4 2 3 
Disulfoton 3 2 5 
Famphur 6 2 3 
Etil-parathion 9 4 5 
Metil-parathion 7 3 6 
Phorate 5 2 6 
Sulfotep 6 3 6 
Thionazin 10 3 6 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
5 5 8 
Tabella 19: Deviazioni standard relative ottenute dall’analisi dei 10 replicati ad ogni livello di concentrazione 
preso in considerazione 
Dai risultati riportati in tabella si osserva che tutte le deviazioni standard relative calcolate 
risultano essere comprese tra l’1% e il 12%. In particolare si può affermare che la 
procedura messa a punto è risultata conforme a quanto previsto dai metodi EPA, secondo 
i quali un metodo analitico può essere ritenuto idoneo se, per ciascun analita 
determinato, la deviazione standard percentuale riscontrata non supera il 20%. 
Limiti di rivelabilità e quantificazione 
Si definiscono limiti di rivelabilità (LOD - Limit of detection) e quantificazione (LOQ - Limit 
of quantification) le concentrazioni corrispondenti al più piccolo segnale rivelabile (YR) o 
quantificabile (YQ) attraverso l’applicazione di una specifica procedura analitica. I limiti 
possono essere descritti secondo la seguente equazione: 
T/ = + + 	Z 
in cui + è il segnale medio corrispondente ad un analita rivelato in un certo numero di 
bianchi replicati, sb è la deviazione standard Ricavata dall’analisi di tali bianchi e K è una 
costante che, per convenzione, si considera pari a 3 per il limite di rivelabilità e a 10 per il 
limite di quantificazione. 
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Per quanto riguarda questo studio, per prima cosa sono stati analizzati tre bianchi 
replicati applicando il metodo per la determinazione dei pesticidi nelle acque naturali e 
reflue. 
In queste condizioni, data l’elevata specificità della spettrometria di massa tandem, non è 
stato possibile, per nessun analita considerato, identificare ed integrare un segnale 
discriminabile dal noise strumentale e quindi, per una definizione più precisa dei limiti, è 
stato deciso di andare ad analizzare standard a concentrazioni crescenti fino 
all’identificazione di un segnale minio discriminabile dal rumore di fondo. Quindi è stato 
deciso di fissare come limiti di rivelabilità e quantificazione le concentrazioni 
corrispondenti ai segnali ricavati applicando la precedente equazione dove, in questo 
caso, + e Z corrispondono rispettivamente alla madia dei segnali e allo scarto tipo di 10 
bianchi replicati e fortificati con un volume di standard tale da ottenere il minimo segnale 
discriminabile dal rumore di fondo. 
Nella seguente tabella vengono riportati i limiti di rivelabilità e quantificazione, riferiti alla 
concentrazione nei campioni, calcolati per tutti gli analiti considerati. 
Nomi Comuni LOD (μg/L) LOQ (μg/L) 
Alaclor 1 ∙ 10
-3 
2 ∙ 10
-3
 
Aldrin 9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
Atrazina 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Dieldrin 9 ∙ 10
-4
 2 ∙ 10
-3
 
Endrin 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Eptacloro 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Eptacloro 
Epossido (B) 
9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
Esaclorobenzene 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Isodrin 9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
Metossicloro 9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
Pentaclorobenzene 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Propazina 9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
Triadimefon 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
α-HCH 1 ∙ 10-3 2 ∙ 10-3 
β-HCH 1 ∙ 10-3 2 ∙ 10-3 
δ-HCH 1 ∙ 10-3 2 ∙ 10-3 
γ-HCH (Lindano) 9 ∙ 10-4 2 ∙ 10-3 
α-Clordano 1 ∙ 10-3 2 ∙ 10-3 
γ-Clordano 9 ∙ 10-4 2 ∙ 10-3 
α-Endosulfan 1 ∙ 10-3 2 ∙ 10-3 
β-Endosulfan 1 ∙ 10-3 2 ∙ 10-3 
2,4’-DDD 9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
2,4’-DDE 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
2,4’-DDT 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
4,4’-DDD 9 ∙ 10
-4
 2 ∙ 10
-3
 
4,4’-DDE 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
4,4’-DDT 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Disulfoton 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
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Famphur 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Etil-parathion 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Metil-parathion 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Phorate 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Sulfotep 1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Thionazin 9 ∙ 10
-4
 1 ∙ 10
-3
 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
1 ∙ 10
-3
 2 ∙ 10
-3
 
Σ Fitofarmaci*
/
** - 2 ∙ 10
-2
 
Σ Fosforati** - 8 ∙ 10
-3
 
Tabella 20: Limiti di rivelabilità e quantificazione riferiti alla concentrazione nei campioni 
* esclusi fosforati 
** calcolati considerando i limiti di quantificazione di tutti gli analiti considerati 
E’ importante sottolineare che i limiti di quantificazione riferiti alle sommatorie vengono 
calcolati come: #($	 = ∑ # 2  
Equazione 46: Calcolo del limite di quantificazione delle sommatorie 
dove ∑ #  rappresenta la somma di tutti i limiti di quantificazione degli analiti utilizzati 
per calcolare la sommatoria stessa. 
Confrontando i limiti riportati in tabella si osserva che per tutti gli analiti i criteri 
prestazionali previsti dalle normative di riferimento sono rispettati. Si ricorda infatti che il 
criterio prestazionale inferiore, per quanto riguarda i limiti di quantificazione, riscontrato 
nel Decreto Legislativo 152
[1]
 risulta pari a 0,003 μg/L per l’Aldrin e il Dieldrin nelle acque 
sotterranee. Rispettando quindi tali criteri, sia in termini di rivelabilità che in termini di 
quantificazione, risulta possibile confrontare i risultati ottenuti dall’applicazione di tale 
metodo con i limiti di legge riportati nel D.Lgs. 152/06
[1]
. 
Infine si sottolinea che, per motivi precauzionali e per uniformare il limite di 
quantificazione a tutti gli analiti considerati, in procedura di prova è stato riportato che il 
LOQ del metodo viene assunto pari alla concentrazione del primo punto della curva di 
calibrazione (0,0025 μg/L). 
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7.2.3 Stima dell’incertezza di misura 
Le differenti sorgenti di incertezza e le relative influenze sul risultato dell’analisi vengono 
rappresentate mediante l’utilizzo di un diagramma di Ishikawa (diagramma causa-
effetto). Di seguito viene riportato il diagramma costruito per il metodo analitico 
sottoposto ad accreditamento. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Generalmente, mediante il diagramma di Ishikawa, è possibile identificare quali siano le 
principali fonti di incertezza considerando che, allontanandosi dall’obbiettivo finale, 
percorrendo quindi la freccia principale in senso contrario, il contributo all’incertezza 
aumenta. E’ però necessario sottolineare che, come in questo caso, alcune fonti possono 
generare un contributo variabile all’incertezza in funzione del livello di concentrazione e 
dello scarto tipo di ripetibilità. 
In questo lavoro è stato possibile identificare quattro fonti di incertezza costanti, tutte di 
tipo B, e tre fonti di incertezza variabili. 
Fonti di incertezza costanti 
Tra le fonti di incertezza costanti, considerando sempre il metodo analitico sottoposto ad 
accreditamento, troviamo: 
- il contributo delle apparecchiature volumetriche (fg4&% e fg-%$); 
- il contributo della conferma della curva di taratura fg -$3.	%.; 
- il contributo del composto di riferimento fg %3. 
Per quanto riguarda il contributo delle apparecchiature volumetriche si deve considerare: 
Pesticidi in 
acque naturali e 
reflue 
Ripetibilità (A) 
Taratura 
strumentale (B) 
Curva di 
taratura 
Conferma 
curva di 
taratura 
Composto di 
riferimento (B) 
Apparecchiature 
volumetriche (B) 
Recupero (B) 
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- il contributo derivante dalla vetreria di classe A (fg4&%): un cilindro graduato da un 
litro per il prelievo del campione (± 10mL) e due matracci, uno da 10 mL ed uno da 5 
mL, utilizzati per la preparazione rispettivamente degli standard madre di 
calibrazione e dello standard interno (± 0,04mL ciascuno); 
- il contributo derivante dall’utilizzo delle microsiringhe (fg-%$): dove il rapporto tra il 
semi intervallo a e il volume massimo V prelevabile con la microsiringa risulta essere 
pari a 0,01 per tutte le siringhe utilizzate. 
Quindi i contributi della vetreria e delle microsiringhe all’incertezza sono calcolati nei 
seguenti modi: 
fg4&% =	[ 101000 ∙ √3 +  0,0410 ∙ √3 +  0,045 ∙ √3 = 0,0077 
fg-%$ = √40 ∙ 0,01√3 = 0,0365	 
Come si osserva dall’equazione precedente, il contributo all’incertezza delle microsiringhe 
viene moltiplicato per √40. Questo avviene perché tali siringhe vengono utilizzate per 
effettuare un totale di 40 prelievi: 39 per la preparazione degli standard di calibrazione e 
1 per l’aggiunta di 50 μL di standard interno ai campioni estratti da sottoporre ad analisi 
via GC/MS. 
Il contributo all’incertezza fg -$3.	%.	 derivante dall’intervallo di accettabilità della 
conferma della curva di taratura (± 20%) viene calcolato come: 
fg -$3.	%. = /<6	55wb<<√3 = 0,2√3 = 0,1155 
Infine, per quanto riguarda il calcolo del contributo all’incertezza del composto di 
riferimento è necessario sottolineare un aspetto importante. Poiché le concentrazioni 
degli analiti di interesse all’interno dello standard madre non sono costanti, ma risultano 
comprese tra i 100,0 ed i 100,4 μg/mL, e poiché nel calcolo di tale contributo è previsto 
l’utilizzo della concentrazione dell’analita di interesse, è stato scelto, per fini cautelativi, di 
assumere come analita di riferimento per la stima dell’incertezza quell’analita che risulta 
presente nello standard ad una concentrazione tale da fornire il contributo all’incertezza 
più elevato. 
Poiché l’incertezza certificata nel materiale di riferimento risulta essere costante per tutti 
gli analiti (± 0,5%) e poiché la concentrazione C si trova al denominatore dell’equazione, è 
stato scelto come analita di riferimento l’Endrin, il quale risulta presente in 
concentrazione minore rispetto agli altri: 100,0 μg/mL. Infine si sottolinea che tale 
contributo deve anche tener conto dell’incertezza derivante dallo standard interno (100,0 
μg /mL ± 2%). 
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Di seguito si riporta il calcolo completo per determinale il contributo all’incertezza del 
materiale di riferimento: 
fg %3 = [ 0,5100 ∙ √3 +  2100 ∙ √3 = 0,0119 
A partire da questi valori è possibile ricavare il contributo costante all’incertezza di misura 
calcolando, per prima cosa, l’incertezza tipo composta relativa: 
f(6)6 = v(fg4&%) + (fg-%$) + fg %3 + fg -$3.	% f(6)6 = ^(0,0077) + (0,0365) + (0,0119) + (0,1155) = 0,1219 
Quindi il contributo costante all’incertezza di misura, espresso in termini di incertezza 
estesa percentuale: 
% = ? ∙ f(6)6 ∙ 100 = 2 ∙ 0,1219 ∙ 100 = 24,4% 
Tale valore è il valore di incertezza minimo ottenibile per ogni analita, tra quelli presi in 
considerazione, determinato mediante l’applicazione di questo metodo analitico. 
Fonti di incertezza variabili 
Le fonti di incertezza variabili, che possono essere sia di tipo A che di tipo B, dipendono, 
per ogni analita considerato, dal livello di concentrazione considerato e dallo scarto tipo 
ottenuto per il particolare contributo. 
Tra le fonti di incertezza variabili, considerando sempre il metodo analitico sottoposto ad 
accreditamento, troviamo: 
- il contributo della ripetibilità d’analisi (fg %2, unico contributo di tipo A); 
- il contributo del recupero (fg %&-); 
- il contributo della curva di taratura (fg 	%). 
Per la stima delle fonti di incertezza variabili, a titolo di esempio, si riportano i calcoli 
eseguiti sui risultati ottenuti per l’Atrazina al livello di concentrazione intermedio (0,01 
μg/L). Tali calcoli sono stati effettuati per ogni analita ad ogni livello di concentrazione 
indagato, al fine di valutare l’incertezza estesa percentuale dei tre livelli. 
Per quanto riguarda il contributo della ripetibilità si calcola lo scarto tipo di ripetibilità 
delle dieci misure eseguite per ogni livello. Per l’Atrazina, al livello considerato, è stato 
ottenuto un valore di deviazione standard (Z%) pari a 0,2783 μg/L ed una media pari a 
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8,4815 μg/L. E’ importante sottolineare che i risultati ottenuti sono riportati con 4 cifre 
significative a seguito di una precedente osservazione di ACCREDIA. In particolare tutti i 
calcoli per la stima dell’incertezza di misura sono stati eseguiti considerando un numero 
prefissato di cifre significative, generalmente 4, e le dovute approssimazioni dei valori 
ottenuti sono stati eseguiti sul risultato finale. 
Quindi si calcola lo scarto tipo di ripetibilità della media: 
Se =	 Z%√ = 0,2783	√10 = 0,0880	/ 
E, infine, il contributo della ripetibilità all’incertezza, lo scarto tipo relativo di ripetibilità: 
fg %2 =	Se6̅ = 0,0880	8,4815 = 0,0104 
Per quanto riguarda la stima del contributo del recupero all’incertezza, sono stati calcolati 
il recupero medio percentuale e lo scarto tipo del recupero del singolo livello, pari 
rispettivamente a 84,8153% e 2,7832%, a partire dal recupero percentuale stimato per 
ognuna delle dieci misurazioni fatte. 
Viene quindi calcolato lo scarto tipo della media del recupero: 
Se,%&- = Z%&-√ = 2,7832√10 = 0,8801% 
Quindi si calcola lo scarto tipo relativo del recupero: 
fg %&- =	Se,%&-Kwx%++++++++ = 0,880184,8153 = 0,0104 
Infine, per calcolare l’incertezza relativa totale del recupero si deve tener conto 
dell’incertezza certificata del materiale di riferimento, ± 0,5%, ricordando che per i calcoli 
è stata utilizzata come concentrazione di riferimento quella dell’Endrin nello standard 
madre (100,0 ng/mL), ottenendo quindi, per il livello considerato, una concentrazione 
teorica nel campione pari a 0,01 μg/L e una concentrazione teorica nell’estratto finale 
pari a 10,00 μg/L. L’incertezza certificata del materiale di riferimento al livello 
considerato (fRTe) risulterà uguale a 0,05 μg/L e di conseguenza, l’incertezza relativa del 
materiale di riferimento dipenderà dalla concentrazione dello standard al livello 
considerato: 
fgRTe = fRTeURTe = 0,050010,000 = 0,0050 
Quindi, l’incertezza relativa totale del recupero si calcola come: 
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fg %&- =	^(fg %&-) + (fgRTe) = ^(0,0104) + (0,0050) = 0,0115 
L’ultimo contributo all’incertezza da tenere in considerazione è quello relativo alla curva 
di taratura. Per prima cosa viene calcolata la varianza sulla curva di ogni misura ripetuta 
utilizzando l’equazione 26. Quindi si determina la varianza media ottenuta che, nel caso 
preso in considerazione, risulta essere pari a 0,1381 μg2/L2. Dividendo per le 10 misure 
replicate si ottiene la varianza della media, 0,0138 μg2/L2 e, effettuando la radice quadrata 
del valore ottenuto si ricava lo scarto tipo della media, 0,1175 μg/L. Infine, lo scarto tipo relativo 
della media, si ottiene dividendo lo scarto tipo relativo per la media delle misure ottenute. 
Quindi, ricapitolando: 
fg 	% =	v	∑ f(6)
:6̅ = 	v	
0,1381108,4815 = 0,0139 
Calcolo dell’incertezza estesa e dell’incertezza estesa percentuale 
Una volta ricavati tutti i contributi all’incertezza di misura, si utilizza la legge della 
propagazione dell’errore e la media dei risultati ottenuti per determinare l’incertezza 
tipo composta routinaria: 
f(6̅)%$o =	 6̅ ∙ vℎ ∙ fg %2 + fg 	% + fg %&- + fg4&% + fg-%$( + fg %3 + fg -$3.	% 
dove  è il numero di prove eseguite sul singolo livello per stimare l’incertezza di misura 
( = 10) e ℎ è il numero di prove eseguite sul singolo campione nella routine del 
laboratorio (ℎ = 1). Quindi, in questo caso, avremo: 
f(6̅)%$o = 	1,0822	/ 
Quindi, moltiplicando il valore dell’incertezza tipo composta routinaria per il fattore di 
copertura k = 2 si ottiene il valore dell’incertezza estesa di misura: 
(6̅) = 	? ∙ 	f(6̅)%$o = 2 ∙ 1,0822 = 2,1644	/ 
riferita ad un campione dove la concentrazione di Atrazina determinata è pari alla media 
dei valori ottenuti dalle 10 prove eseguite (8,4815	/). Infine si determina l’incertezza 
estesa percentuale per l’Atrazina al livello considerato come: 
(6̅)% = (6)6̅ ∙ 100 = 2,1644	8,4815 ∙ 100 = 25,5% 
In Tabella 21 si riportano i valori delle incertezze estese percentuali determinate per tutti 
gli analiti ai tre livelli indagati. 
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Nomi Comuni 
()% 
(0,0025 μg/L) 
()% 
(0,01 μg/L) 
()% 
(0,07 μg/L) 
Alaclor 43,3 26,2 25,4 
Aldrin 35,8 26,4 27,6 
Atrazina 31,3 25,5 25,4 
Dieldrin 36,9 26,2 25,9 
Endrin 38,2 26,8 24,8 
Eptacloro 40,0 27,3 26,4 
Eptacloro 
Epossido (B) 
36,1 25,7 27,0 
Esaclorobenzene 40,2 25,7 25,2 
Isodrin 33,1 25,3 27,5 
Metossicloro 29,2 24,7 25,8 
Pentaclorobenzene 42,3 25,0 27,1 
Propazina 33,1 26,1 24,9 
Triadimefon 33,8 27,1 25,6 
α-HCH 37,9 26,9 27,1 
β-HCH 39,2 26,8 27,1 
δ-HCH 36,0 26,5 26,9 
γ-HCH (Lindano) 38,6 26,8 26,8 
α-Clordano 33,2 25,6 27,0 
γ-Clordano 30,9 26,3 27,0 
α-Endosulfan 33,4 26,0 26,3 
β-Endosulfan 41,9 26,9 25,9 
2,4'-DDD 39,7 25,9 25,7 
2,4'-DDE 38,7 26,6 26,0 
2,4'-DDT 35,4 25,4 26,7 
4,4'-DDD 48,3 26,5 25,3 
4,4'-DDE 38,8 26,0 26,0 
4,4'-DDT 31,6 25,1 25,4 
Disulfoton 43,3 26,9 26,1 
Famphur 45,1 25,9 25,3 
Etil-parathion 36,9 26,4 25,2 
Metil-parathion 38,6 27,1 25,4 
Phorate 42,9 27,8 26,7 
Sulfotep 38,2 26,8 26,8 
Thionazin 31,4 27,5 25,4 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
39,5 26,1 25,3 
Tabella 21: Incertezze estese percentuali determinate ai tre livelli indagati 
Le incertezze estese percentuali calcolate rappresentano l’incertezza estesa di misura al 
livello in concentrazione indagato. Al fine di valutare l’andamento dell’incertezza stessa al 
variare della concentrazione, generalmente si effettua una interpolazione dei valori di 
incertezza ottenuti con i valori delle concentrazioni medie ricavare (sulla retta) per ogni 
livello considerato. 
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Sempre prendendo a titolo d’esempio l’Atrazina, e considerando che le concentrazioni 
medie ottenute per ogni singolo livello sono 2,9, 8,5 e 62,2 μg/L, si può ricavare 
l’equazione della retta d’interpolazione: 
* = 28,8775 − 0,06036 
dove * corrisponde all’incertezza estesa percentuale e 6 al valore della concentrazione 
relativa. 
Utilizzando quindi l’equazione della retta è possibile ricavare, in funzione della 
concentrazione determinata, la relativa incertezza estesa. 
E’ importante però sottolineare che per concentrazioni maggiori del valore 
corrispondente  al contributo di incertezza costante (Ccost) ricavato precedentemente, il 
valore dell’incertezza estesa si assume pari a 24,4% (valore dell’incertezza costante). Per 
l’Atrazina tale concentrazione risulta essere uguale a 74,3 μg/L. Quindi, in generale, 
possiamo riassumere che: 
- per C < Ccost, (6̅)% = < + ; ∙ U; 
- per C ≥ Ccost, (6̅)% = 24,4%. 
7.2.4 Analisi del Proficiency Test 
La validazione del metodo analitico, per quanto riguarda i pesticidi clorurati, è stata 
completata partecipando ad un Proficiency Test proposto dalla Quality Consult (Controllo 
esterno veloce 14EC-DW4, “Determinazione di Pesticidi Organoclorurati in Acqua 
Potabile”). 
Il circuito interlaboratorio è consistito nella caratterizzazione di due campioni di acqua 
potabile contaminati con pesticidi organoclorurati in concentrazioni comprese fra 10 e 
500 ng/L nel primo caso e fra 50 e 1000 ng/L nel secondo. 
Per valutare le prestazioni di ogni laboratorio sono stati calcolati i valori di z-score in base 
all’equazione sottostante: 
 − Zxbw = 	6 −  S¡  
dove xi è il valore fornito dall’i-esimo laboratorio per l’analita in esame, X è il valore in 
concentrazione di riferimento assegnato in base all’analisi robusta dei risultati prodotti da 
9 laboratori ritenuti esperti e S¡ è lo scarto tipo assegnato di valore corrispondente a un 
coefficiente di variazione pari al 30% di X. 
La prestazione di ogni laboratorio è da considerare “soddisfacente” per valori di z-score 
compresi fra -2 e +2. Valori di z-score compresi fra -3 e -2 o +2 e +3 indicano una 
prestazione “dubbia” generando un segnale di avvertimento e suggerendo una revisione  
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della procedura analitica. Infine, valori inferiori a -3 o superiori a +3 indicano una 
prestazione “insoddisfacente”generando un segnale di intervento. 
I campioni del circuito interlaboratorio sono stati preparati, seguendo le linee guida del 
circuito stesso, diluendo 1:4 (v/v), con acqua deionizzata la matrice, costituita da acqua 
potabile concentrata. 
Le analisi sono state eseguite in triplicato per ognuno dei due livelli della prova, partendo 
da 1 L di matrice ciascuno e aggiungendovi 500 μL della corrispondente soluzione 
fortificante. 
In Tabella si riportano gli z-score ottenuti per entrambi i livelli di concentrazione. Si 
osserva che per tutti gli analiti le prestazioni sono risultate essere “soddisfacenti” (i valori 
di z-score assenti corrispondono ad analiti non richiesti per il calcolo della statistica 
prestazionale). 
Nomi Comuni 
Liv I 
(10 - 500 ng/L) 
Liv II 
(50 - 1000 ng/L) 
Alaclor - 0,1 
Aldrin -0,6 -0,6 
Atrazina -0,3 -0,6 
Dieldrin -1,7 -1,6 
Endrin 1,3 -0,1 
Eptacloro 1,0 1,5 
γ-HCH (Lindano) - -0,7 
2,4'-DDE 0,1 -0,7 
2,4'-DDT - 1,1 
4,4'-DDE -0,8 -0,7 
4,4'-DDT -0,5 1,1 
Tabella 22: z-score ottenuti per entrambi i livelli di concentrazione 
7.3 Verifica delle prestazioni del metodo analitico 
Come già descritto in precedenza, il metodo analitico viene sottoposto a controlli 
periodici, mediante l’analisi in doppio di campioni preparati in laboratorio, per verificare 
che la differenza tra i due risultati sia inferiore al limite di ripetibilità (r) determinato 
durante la validazione del metodo analitico. 
I limiti di ripetibilità sono stati calcolati per ciascun fitofarmaco ad ogni livello preso in 
considerazione utilizzando il fattore di copertura k per un livello di probabilità del 95% e 9 
gradi di libertà (k95%;9  = 2). 
Nella Tabella 23 si riportano i limiti di ripetibilità ottenuti per ogni analita dall’analisi dei 
dieci replicati a 10 μg/L e i valori riferiti ad una prova doppio, eseguita successivamente 
all’accreditamento del metodo, per verificare la stabilità temporale delle prestazioni. 
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Nomi Comuni 
x1* 
(μg/L) 
x2* 
(μg/L) 
|x1-x2|** 
(μg/L) 
Limite di ripetibilità 
(μg/L) 
Alaclor 11,3 11,0 0,3 1,0 
Aldrin 8,3 8,5 0,2 0,7 
Atrazina 8,2 8,3 0,1 0,8 
Dieldrin 7,9 8,4 0,5 0,7 
Endrin 10,4 11,1 0,7 1,6 
Eptacloro 9,0 8,6 0,4 0,9 
Eptacloro 
Epossido (B) 
7,9 7,6 0,3 0,6 
Esaclorobenzene 9,1 9,5 0,4 0,8 
Isodrin 7,5 7,3 0,2 0,5 
Metossicloro 7,4 7,4 0,0 0,4 
Pentaclorobenzene 9,0 9,8 0,8 1,1 
Propazina 8,1 8,6 0,5 0,9 
Triadimefon 10,2 9,7 0,5 1,4 
α-HCH 8,7 8,9 0,2 0,4 
β-HCH 8,5 8,5 0,0 0,6 
δ-HCH 8,0 8,2 0,2 0,7 
γ-HCH (Lindano) 8,0 8,4 0,4 0,6 
α-Clordano 7,9 8,2 0,3 0,5 
γ-Clordano 7,8 8,0 0,2 0,9 
α-Endosulfan 7,5 7,9 0,4 0,6 
β-Endosulfan 7,8 8,0 0,2 0,8 
2,4'-DDD 9,0 9,0 0,0 0,5 
2,4'-DDE 8,7 9,0 0,3 0,5 
2,4'-DDT 9,1 9,3 0,2 0,4 
4,4'-DDD 8,8 8,9 0,1 0,5 
4,4'-DDE 9,2 9,6 0,4 0,7 
4,4'-DDT 7,8 8,0 0,2 0,5 
Disulfoton 8,4 8,2 0,2 0,5 
Famphur 9,4 9,1 0,3 0,6 
Etil-parathion 8,6 8,2 0,4 0,8 
Metil-parathion 9,2 8,9 0,3 0,7 
Phorate 8,9 8,9 0,0 0,4 
Sulfotep 7,9 8,1 0,2 0,6 
Thionazin 8,9 9,3 0,4 0,6 
O,O,O - trietil 
fosforotioato 
9,2 9,0 0,2 0,6 
Tabella 23: Risultati della prova in doppio e limiti di ripetibilità ottenuti durante le prove di validazione del 
metodo analitico 
*x1 e x2 sono le concentrazioni ottenute dalle due prove in doppio 
**|x1-x2| è la differenza tra le due concentrazioni ottenute 
Dalla tabella si osserva che il criterio del confronto tra la differenza di due risultati 
ottenuti da una prova in doppio ed il limite di ripetibilità determinato in fase di 
validazione, risulta rispettato per tutti gli analiti considerati. 
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7.4 Conclusioni 
Lo scopo del lavoro svolto è stato la necessità di sviluppare procedure che rispettassero i 
requisiti prestazionali previsti dalle varie normative e che, allo stesso tempo, 
rispondessero alle esigenze interne di qualsiasi laboratorio di analisi, come la necessità di 
definire metodiche in grado di ridurre il più possibile i tempi di analisi e i costi connessi. 
In particolare, la procedura analitica sviluppata è stata accreditata, in conformità alle 
linee guida della CEI UNI EN ISO/IEC 17025
[3]
 del 2005, per la determinazione di 24 
pesticidi clorurati (Alaclor, Aldrin, Atrazina, Dieldrin, Endrin, Eptacloro, Eptacloro Epossido 
(B), Isodrin, Metossicloro, Propazina, α, β, δ e γ-esaclorocicloesano, α e γ−Clordano, α e 
β−Endosulfan, 2,4'-DDD, 2,4'-DDE, 2,4'-DDT, 4,4'-DDD, 4,4'-DDE, 4,4'-DDT) in campioni di 
acque naturali e reflue, al fine di mantenere elevati gli standard di qualità del laboratorio 
interno all’impianto. 
Le procedure messe a punto in questo studio hanno portato a ottimi risultati in termini di 
rivelabilità, accuratezza e precisione e le incertezze estese percentuali specifiche di ogni 
analita sono risultate essere tutte conformi a quanto richiesto nella Direttiva Europea 
2009/90/CE
[47]
. I risultati ottenuti hanno inoltre evidenziato la possibilità di estendere 
l’accreditamento di tale metodo ad altri analiti già presi in considerazione, come gli stessi 
pesticidi fosforati. 
La possibilità di applicare, in tempi di analisi ridotti, la procedura di prova sviluppata è già 
di per sé un vantaggio ma, sviluppi futuri, potrebbero aumentare ulteriormente le 
prestazioni introducendo nella metodica la determinazione di altri composti come ad 
esempio i policlorobifenili e gli Idrocarburi Policiclici Aromatici. Infatti, Le linee guida EPA 
citate all’interno dello studio, suggeriscono che le stesse procedure di estrazione ed 
analisi, accompagnata da una fase di purificazione, eventualmente capace di eseguire un 
frazionamento degli analiti di interesse (possibilità già evidenziata nei metodi presi in 
considerazione), possano risultare efficaci anche per la determinazione di PCB ed IPA 
nelle matrici considerate. 
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